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ABSTRAK 
 
Nama  : Asrianti Basri 
NIM  : 60300112023 
Judul :Isolasi dan Karakterisasi Molekuler Bakteri Endofit   
Tanaman Sarang Semut (Myrmecodia pendens). 
 
 
Bakteri endofit merupakan mikroorganisme menguntungkan yang 
berinteraksi dengan tanaman inang tanpa menyebabkan gangguan atau kerusakan 
pada tanaman.Beberapa studi menunjukkan bahwa bakteri endofit tertentu dapat 
memproduksi senyawa kimia yang memiliki efek bagi kesehatan, terutama bakteri 
endofit yang diisolasi dari tanaman obat. Telah banyak diketahui bahwa tanaman 
sarang semut (Myrmecodia pendens) adalah tanaman yang telah digunakan 
masyarakat Indonesia sebagai obat yang mempunyai beberapa khasiat. Tujuan 
dari penelitian ini ntuk mengetahui jenis bakteri endofit tanaman sarang semut 
(Myrmecodia pendens) dengan menggunakan uji biokimia dan identifikasi 
molekuler. Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif kualitatif dengan model 
ekploratif untuk menentukan bakeri endofit tanaman Sarang Semut  (Myrmicodia 
pendens). Bakteri endofit tanaman sarang semut diisolasi pada medium NA 
(Natrium Agar). 3 Isolat yang diperoleh dari isolasi dan idetifikasi molekuler 
diketahui sebagai bakteri endofit  E1 dan E2 bakteri Bacillus sp, sedangkan 
bakteri endofit E3 adalah Bacillus pumilus. 
 
Kata kunci: Bakteri Endofit, Tanaman Sarang Semut, Isolasi, Karakterisasi Dan 
Uji Molekuler 
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ABSTRACT 
 
 
Name  : Asrianti Basri 
NIM  : 60300112023 
Title  : Isolation and Characterization of Molecular Plant Endophytic 
Bacteria sarang semut ( Myrmecodia pendens ) 
 
 
  
Endophytic bacteria is a beneficial microorganism that interacts with plant 
without causing any harm to the host. Most studies showed that certain 
endophytic bacteria can produce chemical compound which have medical effect, 
especially endophytic bacteria isolated from medicinal plant. It has been widely 
known that plants anthill (Myrmecodia pendens) is a plant that has been used by 
the people of Indonesia as drugs that have some efficacy. The research alms to 
know the type of plant endophytic bacteria anthill (Myrmecodia pendens) using 
biochemical tests and molecular identification. This research is a qualitative 
descriptive explorative models to determine endophyte bacteria from Myrmicodia 
pendens. Endophytic bacteria was isolated on NA medium (Natrium Agar). 3 
Isolates obtained from isolation and molecular idetifikation known as E1 and E2 
Bacillus sp, while the E3 Bacillus pumilus. 
Keywords : Endophytic Bacteria , plants ants nest , Isolation , Characterization 
and Molecular Test 
 
 
  
 
 
 


 
DAFTAR TABEL 
 
Tabel 2.1 Komposisi Primer Mix ....................................................................... 44     
Tabel 4.1 Pengamatan Mikroskopik .................................................................. 58        
Tabel 4.2 Karakterisasi dan Identifikasi ............................................................ 58       
 
 
 
 
  
DAFTAR ILUSTRASI 
 
Gambar B.1. Tanaman Sarang Semut (Myrmecodia pendens)  ....................... 13             
Gambar B.2 Bagian Umbi Sarang Semut ........................................................ 17           
Gambar B.3. Struktur Umum Flavanoid .......................................................... 18          
Gambar B.4. Jenis-jenis Flavanoid .................................................................. 19         
Gambar B.5. Struktur Inti Tanin ......................................................................  20           
Gambar  4.1 Hasil Isolasi Bakteri Endofit Tanaman Sarang Semut (Myrmecodia 
pendens)  .....................................................................................   53         
Gambar 4.2. Morfologi koloni Bakteri Endofit Tanaman Sarang Semut ........   54        
 
Gambar 4.3. Hasil Karakterisasi Bentuk Sel dan Hasil Pewarnaan Gram .......   54         
 
Gambar 4.4. Morfologi koloni Bakteri Endofit Tanaman Sarang Semut ........   55         
 
Gambar 4.5. Hasil Karakterisasi Bentuk Sel dan Hasil Pewarnaan Gram .......   55         
 
Gambar 4.6. Morfologi koloni Bakteri Endofit Tanaman Sarang ...................   56     
 
Gambar 4.7. Hasil Karakterisasi Bentuk Sel dan Hasil Pewarnaan Gram .......   56 
 
Gambar 4.8. Hasil Elektroforesis yang nampak pada Geldoc .........................   59        
 
Gambar 4.9. Hasil Squencing urutan basa nitrogen isolat E1 ..........................  60 
 
Gambar 4.10. Hasil Squencing urutan basa nitrogen isolat E2 ........................  60 
       
Gambar 4.11. Hasil Squencing urutan basa nitrogen isolat E3 ........................  61 
 
Gambar 4.12. Tabel Analisis BLAST Isolat E1 ...............................................  71 
 
Gambar 4.13. Perbandingan urutan basa sampel E1 dan Bacillus sp ..............  72 
 
 
 Gambar 4.14. Tabel Analisis BLAST Isolat E2 ...............................................  73 
 
Gambar 4.15. Perbandingan urutan basa sampel E2 dan Bacillus sp ..............  74 
 
Gambar 4.16. Tabel Analisis BLAST Isolat E3 ...............................................  75 
 
Gambar 4.17. Perbandingan urutan basa sampel E3 dan Bacillus pumilus .....  74 
 
 
  
PENGESAHAN SKRIPSI 
 
Skripsi yang berjudul, “Isolasi dan Identifikasi Molekuler Bakteri Endofit 
tanaman Sarang Semut (Myrmecodia pendens)”, yang disusun oleh Asrianti Basri, 
NIM: 60300112023, mahasiswa Jurusan Biologi pada Fakultas Sains dan 
Teknologi UIN Alauddin Makassar, telah diuji dan dipertahankan dalam sidang 
munaqasyah yang diselenggarakan pada hari Rabu, tanggal 30 Maret 2016 M, 
bertepatan 21 Jumadil Akhir 1437 H, dinyatakan telah dapat diterima sebagai 
salah satu syarat untuk memperoleh gelar Sarjana dalam Ilmu Sains dan 
Teknologi, Jurusan Biologi (dengan beberapa perbaikan). 
 
     Makassar,    Maret 2016 M.   
              21 Jumadil Akhir 1437 H 
 
DEWAN PENGUJI: 
 
Ketua : Prof.Dr.H.Arifuddin, M.Ag                (………….………) 
  
Sekretaris : Baiq Farhatul Wahidah, S.Si,.M.Pd.      (………….………) 
  
Munaqisy I : Dr. Cut Muhiadin,S.Si.,M.Si               (………….………) 
Munaqisy II : Eka Sukmawaty, S.Si.,M.Si                (………….………) 
Munaqisy III : Muh. Rusyidi Rasyid,.S.Ag.,M.Ed     (………….………) 
  
Pembimbing I : Hafsan., S.Si., M.Pd                (………….………)  
 
Pembimbing II : Isna Rasdianah Azis., S.Si., M.Sc.    (………….………)  
 
     Diketahui oleh: 
      Dekan Fakultas Sains dan Teknologi 
      UIN Alauddin Makassar, 
 
 
Prof.Dr.H.Arifuddin, M.Ag. 
NIP. 19691205 199303 1 001 
 
 
 
PERSETUJUAN PEMBIMBING 
          
Pembimbing penulisan skripsi Saudara Asrianti Basri, NIM: 
60300112023, mahasiswa Jurusan Biologi pada Fakultas Sains dan Teknologi 
UIN Alauddin Makassar, setelah meneliti dan mengoreksi dengan seksama skripsi 
berjudul, “Isolasi dan Identifikasi Molekuler Bakteri Endofit tanaman Sarang 
Semut (Myrmecodia pendens)”, memandang bahwa skripsi tersebut telah 
memenuhi syarat-syarat ilmiah dan dapat disetujui untuk diseminarkan. 
Demikian persetujuan ini diberikan untuk diproses lebih lanjut. 
 
Makassar,      Maret 2016 
 
 
 
Pembimbing II           Pembimbing I 
 
            
Isna Rasdianah Azis., S.Si., M.Sc.         Hafsan., S.Si., M.Pd 
  
PERNYATAAN KEASLIAN SKRIPSI 
 
Mahasiswa yang bertanda tangan di bawah ini: 
Nama   : Asrianti Basri 
NIM   : 60300112023 
Tempat/Tgl. Lahir : Lare-Lare, 9 September 1993 
Jur/Prodi  : Biologi 
Fakultas  : Sains dan Teknologi 
Alamat  : dsn. Lapadia ds. Lare-lare kec.BUA kab.Luwu 
Judul : Isolasi dan Identifikasi Molekuler Bakteri Endofit tanaman 
Sarang Semut (Myrmecodia pendens 
Menyatakan dengan sesungguhnya dan penuh kesadaran bahwa skripsi ini 
benar adalah hasil karya sendiri. Jika di kemudian hari terbukti bahwa ia 
merupakan duplikat, tiruan, plagiat, atau dibuat oleh orang lain, sebagian atau 
seluruhnya, maka skripsi dan gelar yang diperoleh karenanya batal demi hukum. 
 
       Makassar,   Maret 2016 
       Penyusun, 
 
 
       Asrianti Basri 
       NIM: 60300112023 
  
ABSTRAK 
 
Nama  : Asrianti Basri 
NIM  : 60300112023 
Judul :Isolasi dan Karakterisasi Molekuler Bakteri Endofit   
Tanaman Sarang Semut (Myrmecodia pendens). 
 
 
Bakteri endofit merupakan mikroorganisme menguntungkan yang 
berinteraksi dengan tanaman inang tanpa menyebabkan gangguan atau kerusakan 
pada tanaman.Beberapa studi menunjukkan bahwa bakteri endofit tertentu dapat 
memproduksi senyawa kimia yang memiliki efek bagi kesehatan, terutama bakteri 
endofit yang diisolasi dari tanaman obat. Telah banyak diketahui bahwa tanaman 
sarang semut (Myrmecodia pendens) adalah tanaman yang telah digunakan 
masyarakat Indonesia sebagai obat yang mempunyai beberapa khasiat. Tujuan 
dari penelitian ini ntuk mengetahui jenis bakteri endofit tanaman sarang semut 
(Myrmecodia pendens) dengan menggunakan uji biokimia dan identifikasi 
molekuler. Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif kualitatif dengan model 
ekploratif untuk menentukan bakeri endofit tanaman Sarang Semut  (Myrmicodia 
pendens). Bakteri endofit tanaman sarang semut diisolasi pada medium NA 
(Natrium Agar). 3 Isolat yang diperoleh dari isolasi dan idetifikasi molekuler 
diketahui sebagai bakteri endofit  E1 dan E2 bakteri Bacillus sp, sedangkan 
bakteri endofit E3 adalah Bacillus pumilus. 
 
Kata kunci: Bakteri Endofit, Tanaman Sarang Semut, Isolasi, Karakterisasi Dan 
Uji Molekuler 
  
ABSTRACT 
 
 
Name  : Asrianti Basri 
NIM  : 60300112023 
Title  : Isolation and Characterization of Molecular Plant Endophytic 
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Endophytic bacteria is a beneficial microorganism that interacts with plant 
without causing any harm to the host. Most studies showed that certain 
endophytic bacteria can produce chemical compound which have medical effect, 
especially endophytic bacteria isolated from medicinal plant. It has been widely 
known that plants anthill (Myrmecodia pendens) is a plant that has been used by 
the people of Indonesia as drugs that have some efficacy. The purpose of research 
To know the type of plant endophytic bacteria anthill (Myrmecodia pendens) 
using biochemical tests and molecular identification. This research is a qualitative 
descriptive explorative models to determine bacteri plant endophyte sarang semut 
(Myrmicodia pendens). Anthill plant endophytic bacteria isolated on NA medium 
(Sodium Agar). 3 Isolates obtained from isolation and molecular idetifikasi 
known as E1 and E2 endophytic bacteria Bacillus sp, while the E3 endophytic 
bacterium is Bacillus pumilus. 
Keywords : Endophytic Bacteria , plants ants nest , Isolation , Characterization 
and Molecular Test 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
A. Latar Belakang 
Dunia kesehatan saat ini sudah mulai mengembangkan mikroba endofit, 
yaitu  mikroba yang hidup pada jaringan tanaman sebagai agen penghasil senyawa 
metabolit sekunder. Berbagai penelitian dilaksanakan dengan tujuan untuk 
mengeksplorasi mikroba endofitik sebagai penghasil antibiotik. Sebagaimana 
kajian dari Tumor Research Center yang mengeksplorasi actinomycetes endofitik 
tanaman mangrove sebagai penghasil senyawa anti tumor. Oleh karena itu, 
eksplorasi mikroba endofit berpotensial terus menurus dilakukan untuk 
mendapatkan jenis baru (Retnowati, 2012). 
Mikroba endofit merupakan mikroba yang berasosiasi dengan jaringan 
tanaman dan tidak merusak jaringan serta memiliki sifat fisiologis yang hampir 
sama dengan inangnya. Bakteri endofit adalah bakteri yang hidup di dalam 
jaringan tanaman selama periode tertentu dari siklus hidupnya. Bakteri endofit 
dapat membentuk koloni dalam jaringan tanaman tanpa membahayakan inangnya. 
Dalam satu jaringan tanaman kemungkinan ditemukan beberapa jenis mikroba 
endofit. Sifat mikroba endofit yang tidak berdampak negatif pada jaringan 
tumbuhan menunjukkan kemungkinan adanya hubungan simbiosis mutualisme 
antara mikroba endofit dan inangnya (Meliawati, 2006).  
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Dalam satu jaringan tanaman memungkinkan ditemukan beberapa jenis 
mikroba endofit. Dengan adanya mikroba endofit yang mampu menghasilkan 
senyawa aktif pada tanaman sarang semut maka diharapkan dapat mencegah 
terjadinya ekploitasi yang berlebihan (Desriani,dkk 2014). 
Bakteri endofit pada satu spesies tanaman, tidak hanya ditemukan sebagai 
satu spesies saja tetapi terdiri dari beberapa spesies bahkan genus. Bakteri-bakteri 
endofit yang telah ditemukan pada berbagai tanaman obat antara lain Bacillus cibi, 
Kluyvera ascorbata pada tanaman Nepenthes; Paenibacillus, Acidomonas pada 
Hygrophila spinosa Anders dan P. polymaxa, Acinetobacter calcoaceticus pada 
Sambung nyawa (Pal and Paul, 2013) Selain itu, bakteri juga ditemukan pada 
tanaman pertanian seperti Xanthomonas campestris, Pantoea agglomerans, 
Pseudomonas putida, Klebsiella terrigena, B. cereus pada tomat dan wortel 
(Surette et al., 2003). 
Keanekaragaman mikroba endofit dapat dipelajari melalui karakterisasi 
morfologis, fisiologis dan biokimiawi. Proses karakterisasi ini bersifat terbatas 
dalam mengungkap keanekaragaman mikrobia karena hanya melihat karakter 
fenotipnya saja. Seiring dengan kemajuan ilmu biologi molekular, 
keanekaragaman mikrobia dapat dipelajari dengan mengamati profil 16S rDNA. 
Profil 16S rDNA ini sangat spesifik untuk setiap mikrobia sehingga dapat 
membantu untuk identifikasi mikrobia dari lingkungan karena lebih akurat dan 
lebih cepat. Oleh sebab itu, untuk mengungkap keanekaragaman bakteri endofit 
diperlukan tiga pendekatan ini (Wilson, 2014). 
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Tanaman sarang semut belum dibudidayakan karena tergolong tanaman liar. 
Setelah diketahui manfaatnya maka akan terjadi eksploitasiyang dapat 
menyebabkan terjadinya kepunahan. Disamping itu untuk mengambil 11 senyawa 
bioaktif secara langsung dari sarang semut dibutuhkan sangat banyak biomassa 
atau bagian dari tanamannya. Untuk mengefisienkan cara memperoleh senyawa 
bioaktif tersebut, maka digunakan mikroba endofit spesifik yang diperoleh dari 
bagian dalam tanaman yang diharapkan mampu menghasilkan sejumlah senyawa 
bioaktif yang dibutuhkan tanpa harus mengekstrak dari tanamannya (Simarmata et 
al. 2007). 
Hubungan simbiosis mutualisme antara tanaman dan mikrobia endofit 
memungkinkan bakteri endofit dapat menghasilkan senyawa bioaktif yang sama 
dengan tanaman inangnya. Hal ini merupakan peluang yang besar untuk 
memproduksi metabolit dari bakteri endofit dan berpotensi untuk dikembangkan 
sebagai alternatif senyawa obat yang baru. Selain itu, keanekaragaman bakteri 
endofit yang tinggi juga akan menguntungkan dalam produksi senyawa metabolit 
tersebut. Beberapa tahun terakhir ini, telah banyak penelitian yang melihat potensi 
mikrobia endofit dalam menghasilkan senyawa bioaktif dari berbagai tanaman 
obat (Wilson, 2014). 
Namun, masih sedikit yang mengkaji mengenai mikrobia endofit dari tanaman 
sarang semut. Penelitian yang telah dilakukan hanya sebatas isolasi dan 
identifikasi morfologi, senyawa dan antimikroba sarang semut. Oleh karena itu, 
perlu dilakukan uji molekuler untuk mengetahui spesies bakteri yang diperoleh 
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secara spesifik. Selain itu, DNA/RNA bakteri yang memiliki sifat yang diinginkan 
dapat diisolasi untuk melakukan rekayasa genetik. Setelah melakukan pengujian 
morfologi dan biokimia, selanjutnya harus dilakukan identifikasi molekuler. Hal 
inilah yang melandasi dilakukannya penelitian ini. 
Berdasarkan uraian diatas maka dilakukanlah penelitian ini  dengan judul 
“Isolasi dan Identifikasi Molekuler Bakteri Endofit Tanaman Sarang Semut 
(Myrmecodia pendens)”. 
B. Rumusan Masalah 
1. Jenis bakteri endofit apakah yang terdapat pada tanaman sarang semut 
(Myrmecodia pendens) ? 
2. Bagaimanakah identifikasi molekuler bakteri endofit dari tanaman sarang semut 
(Myrmecodia pendens) ? 
C. Ruang Lingkup Penelitian 
Penelitian ini bersifat dekstriktif dengan menggunakan tanaman Sarang Semut 
yang diperoleh dari Papua. Kemudian sarang semut  ditanam pada media NA 
kemudian diikubasi pada suhu 32
o
C. Isolat murni yang diperoleh kemudian 
diidentifikasi morfologi, biokimia dan molekuler untuk mengetahui jenis bakteri 
endofit yang terdapat pada tanaman tersebut. 
D. Kajian Pustaka / Penelian Terdahulu 
1. Penelitian sebelumnya telah dilakukan Yuliana Retnowati, S.Si.,M.Si  
Wirnangsi D. Uno, S.Pd.,M.Kes, Sari Rahayu Rahman, S.Pd.,M.Pd, Jurusan Biologi 
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Fakultas Matematika Dan IPA Universitas Negeri Gorontalo  dengan judul Isolasi 
Tanaman Sarang Semut  (Myrmecodia pendens) dan Analisis Potensi Sebagai 
Antimikroba. Isolasi mikroba endofit dilakukan menurut metode F. Tomita 
(Simarmata 2007). Hasil isolasi mikroba endofit pada tanaman sarang semut 
diperoleh 9 mikroba endofit yang terdiri atas 4 bakteri endofit, 2 aktinomycetes, 2 
kapang dan 1 khamir. 
2. Isolasi, Karakterisasi Dan Uji Antimikroba Bakteri Endofit Asal Tumbuhan 
Johar (Cassia Siamea Lamk.) oleh Risa Nursanty dan Suhartono, Jurusan Biologi, 
FMIPA Universitas Syiah Kuala. Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah 
tumbuhan johar (Cassia siamea Lamk.) yang berasal dari Aceh Besar. Bakteri uji  
yang digunakan adalah Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans 
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. Dengan hasil Sebanyak tujuh isolat 
bakteri endofit telah berhasil diisolasi dari tumbuhan johar. Isolat diperoleh dari 
organ daun dan batang. Sebanyak 4 isolat berasal dari sampel daun (DC) dan sisanya 
3 isolat berasal dari sampel batang (BC). Karakterisasi morfologi yang meliputi 
warna koloni, bentuk sel dan sifat gram. 
3. Fitria Sofiani dari Jurusan Biologi Universitas Islam Negeri Sunan Kalijaga 
Yogyakarta dengan judul “Identifikasi Isolat Jamur Endofit Pohon Segon Provenan 
Wamena Berdasarkan Analisis RDNA ITS dengan isolat berasal daun, kulit batang, 
tangkai daun, ranting batang pohon. Identifikai berdasarkan sekuen rDNA ITS dan 
analisis filogenetik terhadap 17 isolat menunjukkan bahwa isolat terbagi menjadi 3 
taksa kelas yaitu Sordariomycetes (75%), Dothideomycetes 20%, dan Eurotiomycetes 
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5% dan 15 isolat teridentifikasi hingga tingkat genus yaitu genus Fusarium, 
Phomopsis, Phialemonium, Colletotricum, Lasiodiplodia, dan Penicillum, dan 2 
isolat hingga ordo yaitu ordo pleosporales. Hasil identifiksi molekuler didukung oleh 
data morfologi masing-masing isolat. Isolat yang paling sering ditemukan yaitu jamur 
endofit  dari genus Fusarium 40% dan Phomopsis 20%. 
4. Aan Rosita Jurusan Biologi Fakultas Sains Dan Teknologi Universitas Islam 
Negeri (Uin) Maulana Malik Ibrahim Malang Dengan Judul Isolasi Dan Karakterisasi 
Bakteri Endofit Dari Umbi Tanaman Kentang (Solanum Tuberosum L.) 
Menggunakan Primer PCR-RAPD Hasil Isolasi Bakteri Endofit Dari Umbi Tanaman 
Kentang Mendapatkan 6 Isolat Bakteri Endofit (U1, U2, U3, U4, U5, U6). 
Pengamatan Morfologi Yang Dilakukan Mendapatkan Keenam Isolat Bakteri Endofit 
Yang Mempunyai Karakterisasi Bervariasi Baik Dalam Morfologi Maupun Sifat 
Pewarnaan. Bentuk Koloni Isolat Didominasi Oleh Irregular (Bulat Tidak Rata), 
Dengan Bentuk Tipe Yang Bervariasi. Elevasi Koloni Terdiri 2 Yakni Umbonate 
(Cembung Tambahan) Dan Convex (Cembung), Sedangkan Pewarnaan Gram Sel 
Bakteri Diperoleh Isolat dan hasil dan Karakteristik molekuler bakteri endofit yang 
dilihat dari pola pita DNA hasil PCR-RAPD menunjukkan panjang basa yang 
berbeda. Pada penggunaan primer khusus pola pita DNA bakteri endofit berkisar 
antara 1000bp-1200bp. Namun pada penggunaan primer umum pola pita DNA 
bakteri endofit berkisar antara 900bp. Perbedaan yang terdapat pada pola pita kedua 
primer tersebut adalah, munculnya beberapa pita pada U1 saat menggunakan primer 
khusus. Sedangkan pada primer umum hanya 1 pita DNA saja. Begitu pula pada U5 
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dan U6, yang muncul dobleband dengan panjang basa yang sama. Namun pada 
penggunaan primer umum tidak. 
5. Desriani, Ukhradia Maharaniq Safira P, Maria Bintang, Akhmad Rivai, Puspita 
Lisdiyanti.  Research Centre for Biotechnology, LIPI. Department of Biochemistry, 
Bogor Agriculture University, Indonesia, dengan judul Isolasi dan Karakterisasi 
Bakteri Endofit dari Tanaman Binahong dan Katepeng China Jumlah bakteri endofit 
yang berhasil diisolasi dari dua tanaman tersebut berjumlah 73 isolat (37 isolat dari 
Binahong dan 36 isolat dari Ketepeng Cina). Berdasarkan uji antibakteri terhadap tiga 
bakteri patogen diperoleh 16 isolat bakteri endofit yang memiliki aktivitas potensial 
(ditandai dengan terbentuknya zona hambat), yaitu 1 isolat dari Ketepeng Cina 
(terhadap Pseudomonas aeruginosa) dan 15 isolat dari Binahong. Terbentuknya zona 
hambat mengindikasikan kemungkinan adanya senyawa kimia yang memiliki efek 
antibakteri. 
E. Tujuan Penelitian 
1. Untuk mengisolasi bakteri endofit pada tanaman sarang semut (Myrmecodia 
pendens). 
2. Untuk mengetahui karakteristik bakteri endofit tanaman sarang semut 
(Myrmecodia pendens). 
3. Untuk mengetahui jenis bakteri endofit tanaman sarang semut (Myrmecodia 
pendens) dengan identifikasi molekuler. 
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F. Kegunaan Penelitian 
Adapun manfaat/kegunaan dari penelitian ini yaitu untuk menunjukkan 
keanekaragaman bakteri endofit yang diidentifikasi secara molekukler dari 
tanaman sarang semut (Myrmecodia pendens)  dan isolat yang diperoleh dapat 
dikembangkan sebagai bahan dasar obat baru melalui penelitian lebih lanjut.  
  
9 
 
 
 
 
 BAB II 
TINJAUAN TEORITIS 
A. Tinjauan Umum Bakteri Endofit 
Mikroba endofit adalah organisme hidup yang berukuran mikroskopis (bakteri 
dan jamur) yang hidup di dalam jaringan tanaman (xylem dan phloem), daun, akar, 
buah, dan batang. Mikroba ini hidup bersimbiosis saling menguntungkan, dalam hal 
ini mikroba endofitik mendapatkan nutrisi dari hasil metabolisme tanaman dan 
memproteksi tanaman melawan herbivora, serangga, atau jaringan yang patogen 
sedangkan tanaman mendapatkan derivat nutrisi dan senyawa aktif yang diperlukan 
selama hidupnya (Simarmata et al. 2007). 
Bakteri dan fungi adalah jenis mikroba yang umum ditemukan sebagai 
mikroba endofit, akan tetapi yang banyak diisolasi adalah golongan fungi. Hubungan 
antara mikroba endofit dan inangnya dapat berbentuk simbiosis mutualisme sampai 
hubungan yang patogenik (Simarmata et al. 2007).  
Hubungan simbiosis mutualisme ditandai dengan hubungan yang saling 
menguntungkan antara mikroba endofit dan tumbuhan inangnya. Mikroba endofit 
dapat melindungi tumbuhan inang dari serangan patogen dengan senyawa yang 
dikeluarkan oleh mikroba endofit. Senyawa yang dikeluarkan mikroba endofit berupa 
senyawa metabolit sekunder yang merupakan senyawa bioaktif dan dapat berfungsi 
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untuk membunuh patogen. Tumbuhan inang menyediakan nutrisi yang dibutuhkan 
oleh mikroba endofit untuk melengkapi siklus hidupnya (Prihatiningtias, 2006). 
Mikroorganisme endofit merupakan bagaian dari mikroflora alamiah dari 
tanaman yang sehat dilapangan, mikroba ini sebagai konstributor penting bagi 
kesehatan tanaman, telah diketahui pula bahwa dapat berpengaruh pada kesehtan dan 
kesuburan tanaman dalam hal yang dapat merusak tanaman. Karena sifat-sifat 
tersebut bakteri endofit telah terbukti dapat dimanfaatkan sebagai pengendali 
penyakit tanaman dan serangan dari hama yang menyebabkan tanaman rusak 
(Simarmata et al. 2007). 
Dilihat dari hubungan tersebut mikroba endofit berpotensi untuk digunakan 
pada pengobatan modern, pertanian, industri. Bakteri adalah mikroba paling umum 
membentuk koloni pada jaringan tanaman yang disebut mikroba endofit (Stobel, 
2003). Bakteri endofit umumnya tidak terdapat di organ  tumbuhan  yang spesifik 
namun kebanyakan spesies bakteri endofit diisolasi pada bagian batang dan daun 
(Priharta Dias, 2008). 
Segala ciptaan Allah SWT memberi manfaat bagi hambanya, baik itu hal 
kecil. Tidak ada ciptaan Allah SWT yang sia-sia. Manusia bisa saja tidak  suka  
akibat yang ditimbulkan oleh bakteri, virus dll. Namun dibalik semua itu, ada hikmah 
tersendiri yang belum kita pelajari. Dalam surah Hud ayat 6 Allah berfiman:  
 ِفِ ٖثَّةآَد ِنن اََنو ِضرۡ
َ أ
لۡٱ  
َ
َعَل 
َّ
ِلَّإ ِ َّللّٱ  ِفِ 
ّٞ ُّك ۚاَهَعَدأَوت أسُمَو اَهَّرََقت أسُم َُملأَعيَو اَهُقأِزر  ٖبََِٰتك
 ِٖيتُّن 
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Terjemahnya: 
“Dan tidak ada suatu binatang melata-pun di bumi melainkan 
Allah-lah yang memberi rezkinya, dan dia mengetahui tempat 
berdiam binatang itu dan tempat penyimpanannya. semuanya tertulis 
dalam Kitab yang nyata (Lauh mahfuzh)” (Q.S Huud; 6). 
 
“daabbatin”penggalan ayat yang dimaksud binatang melata di sini ialah segenap 
makhluk Allah yang bernyawa. “mustakorrohaa, wamustauda’ahaa” penggalan 
ayat selanjutnya, menurut sebagian ahli tafsir yang dimaksud dengan tempat 
berdiam di sini ialah dunia dan tempat penyimpanan ialah akhirat. Dan menurut 
sebagian ahli tafsir yang lain maksud tempat berdiamnya binatang itu ialah 
(sarangnya) dan tempat penyimpanan bila telah mati. 
 Menurut tafsir Ibnu Katsir Isi kandungan pada ayat tersebut, dijelaskan 
bahwa segala sesuatu yang diciptakan oleh Allah SWT nantinya wajib bagi kita 
(manusia) untuk mengkaji, meneliti dan mengaplkasikannya sehingga dapat 
bermanfaat bagi kehidupan manusia itu sendiri, oleh karena itu, kita sebagai 
makhluk yang diberi akal dan pikiran wajib untuk mengobservasi dan mengkaji 
segala sesuatu yang ada di alam ini baik sesuatu yang bersifat makro maupun 
sesuatu yang bersifat mikro. Salah satu contoh ciptaan Allah yang termasuk 
makro adalah alam beserta isinya, sedangkan sesuatu yang tergolong mikro 
adalah organisme yang tidak dapat kita lihat secara kasat mata seperti bakteri, 
jamur, virus dll (Goffar, 2004). 
Adapun hewan yang berukuran lebih kecil (mikro) antara lain adalah 
mikroba. Mikroba walaupun berukuran sangat kecil dan umumnya sangat dibenci 
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orang karena merugikan manusia, tetapi segala sesuatu yang diciptakan oleh 
Allah SWT di bumi ini tidak ada yang sia-sia. Mikroba ada yang merugikan, 
tetapi juga ada yang menguntungkan yaitu salah satunya mikroba endofit yang 
hidup pada jaringan tanaman dan dapat menghasilkan zat antibiotik yang sangat 
berguna sebagai obat.  
B. Tinjauan Umun Tanaman Sarang Semut (Myrmecodia pendens) 
 Sarang semut bukanlah sarang yang dibuat oleh semut-semut melainkan 
tanaman dari famili Rubiaceae yang mempunyai umbi berduri tajam. Didalam 
umbinya tersebut terdapat lorong-lorong labirin yang dihuni oleh semut. Tanaman 
epifit (menumpang pada tanaman lain tanpa merugikan induk semanya). Tanaman ini 
banyak ditemukan di Asia Tenggara. Di Malaysia dikenal sebagai “Rumah semut”. 
Di Papua sarang semut tumbuh di Pegunungan Jaya Wijaya pada ketinggian 1100-
2500 (Alam, 2006). 
Adapun klasifikasi Myrmecodia pendens adalah sebagai berikut: 
Regnum  : Plantae  
Divisio  : Magnoliophyta 
Classis   : Magnoliopsida 
Ordo   : Rubiales 
Familia  : Rubiaceae 
Genus   : Myrmecodia 
Spesies  : Myrmecodia pendens (Subroto, 2006) 
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Keterangan: 
a. Daun (folium) 
b. Umbi 
c. Akar  
d. Buah 
e. Bunga 
 
 
Gambar B.1 Myrmecodia pendens (https://www.deherba.com/pengantar-sarang-
semut.html, 2016). 
 
 Menurut Tjitrosoepomo (1985) morfologi dan karakterisasi tumbuhan yaitu: 
a. Habitat 
Tumbuhan perdu parasit-epifit ini dapat berasosiasi dengan semut. Secara 
ekologi tumbuhan sarang semut tersebar di hutan bakau dan pohon-pohon di pinggir 
pantai hingga ketinggian 30 - 45 cm serta golongan tumbuhan berumur panjang 
(perenial). Perkembangbiakan nya secara generatif yaitu dengan menghasilkan biji. 
Tanaman ini berasal dari  daratan Papua. 
b. Daun (Folium) 
Daun tunggal, bertangkai, tersusun menyebar namun lebih banyak terkumpul 
di ujung batang, warna hijau, bentuk jorong, panjang 20 - 40 cm, lebar 5 - 7 cm, 
helaian daun agak tebal - lunak, ujung tumpul (obtusus), pangkal meruncing, tepi 
rata, permukaan halus, tulang daun berwarna putih. Daunnya tebal seperti kulit. Pada 
a
c 
b 
d 
e 
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beberapa spesies memiliki daun  yang sempit dan panjang. Stipula (penumpu) besar, 
persisten, terbelah dan berlawanan dengan tangkai daun (petiol), serta membentuk 
seperti “telinga” pada klipeoli. Terkadang terus berkembang menjadi sayap di sekitar 
bagian atas klipeolus. 
c. Umbi Batang 
Batang sekaligus umbi pada tanaman Myrmecodia pendes ini memiliki ciri-
ciri berkayu, silindris, jarang ada yang bercabang, jika ada hanya satu atau beberapa 
cabang saja. Bahkan ada beberapa spesies yang tidak memiliki cabang sama sekali. 
Batangnya tebal dan internodalnya sangat dekat, kecuali pada pangkal sarang semut 
dari beberapa spesies. Saat muda pangkalnya menggelembung berbentuk bulat, 
kemudian menjadi lonjong memendek dan memanjang. Saat tua diamater pangkal 
batang kadang bisa mencapai 30 cm, berwarna cokelat muda hingga abu-abu, 
permukaan dipenuhi duri-duri tajam, bagian dalam berbentuk rongga bersekat-sekat 
dan biasa dijadikan tempat tinggal koloni semut. 
d. Bunga 
Bunga berwarna putih. Pembungaan dimulai sejak adanya beberapa ruas 
(intermodal) pada tiap-tiap nodus (buku). Dua bagian pada setiap bunga berkembang 
pada suatu kantong udara (alveolus) yang berbeda. Alveoli tersebut mungkin 
ukurannya tidak sama dan terletak pada tempat yang berbeda di batang. Kuntum 
bunga muncul pada dasar alveoli. Setiap bunga berlawanan oleh suatu brakteola. 
Bunga jarang kleistogamus (menyerbuk tidak terbuka) dan terkadang heterostilus. 
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Kelopak biasanya terpotong. Polennya 1-, 2-, atau 3- porat (kolporat) dan sering 1, 2, 
atau 3 visikel sitoplasma yang besar. 
e. Akar 
Myrmecodia pendens yang merupakan tanaman epifit pada habitat aslinya 
hidup menempel di tanaman lain, perlu difahami bahwa Myrmecodia pendens bukan 
tanaman parasit yang menghisap sari makanan inangnya, tetapi hanya ikut menempel  
dan mendapatkan keuntungan dengan hidup di tempat yang tinggi untuk memperoleh 
cahaya, udara dan nutrisi yang lebih baik dibandingkan hidup di tanah. Akar 
Myrmecodia pendens mirip dengan akar  anggrek. Akar ini lunak, bersifat spongy 
karena memiliki lapisan velamen, dindingnya licin tetapi pada ujung akar biasanya 
sedikit lengket. Ujung akar juga bisanya berkedudukan lebih padat dan berwarna 
coklat atau keabuan dan memilki kemiripan dengan warna umbinya. Tanaman ini 
juga memiliki akar aerial atau akar yang keluar dari batang, umumnya besar dan 
bercabang. 
f. Buah 
Buah berkembang dalam alveolus dan memanjat pada dasarnya menjadi 
menonjol keluar hanya setelah masak. Buahnya disebut buah beri, bulat, berwarna 
oranye. 
Kestabilan suhu di pada tanaman sarang semut membuat yang membuat 
semut-semut betah menghuninya. Dalam jangka waktu lama terjadilah reaksi kimia 
secara alami antara senyawa yang dikeluarkan semut dengan zat aktif yang dikandung 
sarang semut. Hasil reaksi ini dapat dimanfaat untuk pengobatan (Alam, 2006). 
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 Myrmecodia pendens adalah spesies yang pertama dikenal sebagai tanaman 
obat, tetapi tanaman ini juga tumbuh didaerah selain Papua seperti Kalimantan, 
Maluku, Flores dll. Umbi tanaman ini pertama kali dipublikasikan 1823. Umbinya 
bisa mencapai diameter 25 cm dengan tinggi 45 cm. Hubungan antara semut dan 
tanaman Sarang Semut  bersifat simbisis mutualisme, artinya saling menguntungkan 
(Alam, 2006) 
 Myrmecodia menyediakan lorong-lorong labirin dalam umbinya dan 
senyawa aktif yang menjadi sarang bagi semut. Tanaman ini membutuhkan koloni 
semut  untuk perkembangannya. Tidak seperti tanaman lain yang mencari makanan 
dengan akarnya. Karena Sarang Semut sebagai tanaman epifit yang memfungsikan 
akarnya untuk berpegangan pada tanaman lain. Makanan didapat dari didapat dari 
sampah organik  dari koloni semut. Sarang semut juga menyerap karbon dioksida 
yang dihasilkan semut (Alam, 2006). 
 Di Australia, Sarang semut telah dikembangkan dengan teknologi kultur 
jaringan dan mengkondisikan habitatnya sesuai dengan aslinya (suhu, iklim, 
intensitas cahaya, dan nutrisi). Myrmecodia pendens telah digunakan masyarakat 
pedalaman bagian Barat Wamena untuk mengatasi keluhan rematik dan asam urat 
dan mampu mnyembuhkan berbagai jenis kanker (Alam, 2006). 
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Gambar B.2. Bagian Umbi Sarang Semut yang berongga (Subroto, 
2016)  
 
 Berdasarkan penelitian Dr. Ir. Muhammad Ahlan Subroto, M.App Sc., 
APV dari Pusat Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi LIPI Cibinong, zat utama 
yang berkhasiat dalam sarang semut adalah senyawa flavanoid, tannin, dan polifenol. 
Senyawa-senyawa tersebut adalah antioksidan kuat, lebih kuat dari dari vitamin C 
dan E yang memberikan dapat menurunkan resiko beberapa jenis kanker dan penyakit 
kardiovaskuler. Tanaman ini juga berkhasiat mengobati diare pendarahan dan wasir 
(Alam, 2006). 
 Flavonoid merupakan salah satu metabolit sekunder, keberadaannya dalam 
daun dipengaruhi oleh adanya proses fotosintesis sehingga daun muda belum terlalu 
banyak mengandung flavonoid (Markham, 1988). Senyawa flavonoid adalah senyawa 
yang mempunyai struktur C6-C3-C6. tiap bagian C6 merupakan cincin benzen yang 
terdistribusi dan dihubungkan oleh atom C3 yang merupakan rantai alifatik. 
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Gambar B.3. Struktur Umum Flavonoid (Achmad, 1986). 
Aglikon flavonoid yang dalam satu tumbuhan ditemukan dalam bentuk 
kombinasi glikosida (Harbone, 1987). Aglikon flavonoid (yaitu flavonoid tanpa gula 
terikat) terdapat dalam berbagai bentuk struktur (Markham, 1988). Golongan 
flavonoid dapat digambarkan sebagai deretan senyawa C6-C3- C6, artinya kerangka 
karbonnya terdiri atas dua gugus C6 (cincin benzena) 6 disambungkan oleh rantai 
alifatik tiga karbon. Kelas-kelas yang berlainan dalam golongan flavonoid dibedakan 
berdasarkan cincin heterosiklik-oksigen tambahan dan gugus hidroksil yang tersebar 
menurut pola yang berlainan (Robinson, 1991). 
Penggolongan flavonoid berdasarkan penambahan rantai oksigen dan 
perbedaan distribusi dari gugus hidroksil ditunjukkan pada Gambar. 
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 Gambar B.4. Jenis-Jenis Flavonoid (Mabry, et al, 1970). 
 Flavonoid merupakan senyawa pereduksi yang baik, menghambat banyak 
reaksi oksidasi, baik bagi secara enzim maupun non enzim. Flavonoid bertindak 
sebagai penampung yang baik radikal hidroksi dan superoksida sehingga melindungi 
lipid membran terhadap reaksi yang merusak. Aktivitas antioksidannya dapat 
menjelaskan bahwa flavonoid tertentu merupakan komponen aktif tumbuhan yang 
digunakan secara tradisional untuk mengobati gangguan fungsi hati (Robinson, 
1995).  
 Tanin merupakan satu grup substansi fenolik polimer yang mampu menyamak 
kulit atau mempresipitasi gelatin dari cairan, suatu sifat yang dikenal sebagai 
astringensi. Tanin ditemukan hampir di setiap bagian dari tanaman; kulit kayu, daun, 
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buah, dan akar. Tanin dibentuk dengan kondensasi turunan flavan yang 
ditransportasikan ke jaringan kayu dari tanaman, tanin juga dibentuk dengan 
polimerisasi unit quinon (Sa'adah, 2010). 
 
Gambar B.5. Struktur inti tanin (Robinson, 1995). 
Secara struktural tanin adalah suatu senyawa fenol yang memiliki berat 
molekul besar yang terdiri dari gugus hidroksi dan beberapa gugus yang 
bersangkutan seperti karboksil untuk membentuk kompleks kuat yang efektif dengan 
protein dan beberapa makromolekul (Horvart dalam Sa'adah, 2010).  
Polifenol banyak ditemukan dalam buah-buahan, sayuran serta biji-bijian. 
Polifenol diketahui menguntungkan untuk kesehatan. Hal tersebut disebabkan 
aktivitas polifenol sebagai antioksidan dan mampu melawan radikal bebas. Khasiat 
dari polifenol adalah antimikroba dan menurunkan kadar gula darah. Asam fenolik 
merupakan kelas dari antioksidan atau senyawa yang menghilangkan radikal bebas, 
yang dapat menyumbat pembuluh darah dan mengakibatkan perubahan pada DNA 
yang dapat menimbulkan kanker dan penyakit lain Polifenol juga memiliki aktivitas 
mikrobisida dan mikrobiostatik tergantung pada tipe strain (Karou et al. 2005). 
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C. Pewarnaan Gram 
 Pengecetan bakteri telah dilakukan sejak awal perkembangan mikrobiologi 
padah pertengahan abad ke-19 oleh Louis Pasteur dan Robert Koch. Secara umumnya 
terdapat  2 zat warna yang digunakan dalam pewarnaan zat bakteri. 
1. Zat warna yang bersifat asam, komponen warnanya adalah anion, biasanya dalam 
bentuk garam natrium.  
2. Zat warna yang bersifat yang bersifat alkalis, dengan komponen warna kation, 
biasanya dalam bentuk klorida. 
  Setelah pengecetan dilakukan, didalam tubuh bakteri akan terjadi proses 
pertukaran ion-ion zat warna protoplasma (asam nukleat) bakteri. Pada umumnya, 
larutan zat warna yang digunakan adalah larutan encer (Irianto, 2006). 
 Pengecatan ini pertama kali dikemukakan oleh Christian Gram (1884). Film 
bakteri mula-mula dilapisi dengan larutan zat warna karbol gentiviolet (karbol kristal, 
karbolmetil violet) dan didiamkan beberapa lama, kemudian disiram dengan larutan 
iodium dan dibiarkan terendam dalam waktu yang sama. Sampai tingkat pewarnaan 
selesai, semua bakteri berwarna ungu (Irianto, 2006). 
 Selanjutnya, preprat didekolorisasi dengan alkohol atau campuran alkohol dan 
aseton sampai semua zat warna tampak luntur dari slide. Setelah dicuci dengan air, 
preparat diberi warna kontras (counterstain) seperti safranin, karbolfluksin encer, air 
fuksin, tengguli Bismack atau pironin B. Diantara bermacam-macam bakteri yang 
dicat terdapat zat warna ungu (metilviolet, kristalviolet, gentianviolet) dalam 
tubuhnya meskipun telah didekolorisasi dengan alkohol atau aseton. Dengan 
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demikian bakteri tubuh bakteri itu tetap berwarna ungu meskipun disertai dengan 
pengecetan oleh zat warna konras, warna ungu tetap diperthankan. Bakteri yang 
memberi reaksi seperti itu adalah bakteri gram positif. Sebaliknya bakteri yang tidak 
dapat menahan zat warna setelah dekolorisasi dengan alkohol akan kembali menjadi 
tidak berwarna dan bila diberikan pengecetan dengan zat warna kontras. Bakteri yang 
memperlihatkan reaksi semacam ini dinamakan Gram negatif (Alimuddin, 2005).  
 Mikroba yang mampu menahan zat warna (Kristal violet) telah dilakukan 
pelunturan dan tetap berwarna ungu digolongkan sebagai bakteri gram positif. 
Sebaliknya mikroba yang tidak mampu menahan zat warna utama, yaitu warna merah 
digolongkan sebagai warna tandingan safranin, disebut sebagai bakteri gram negatif. 
Beberap bakteri yang tergolong bakteri Gram positif antara lain, Bacillus, 
Clostridium, Lactobacillus, Streptococcus, Listeria, dan Mirococcus. Sedangkan yang 
tergolong bakteri Gram negatif antara lain E.coli, Salmonella, Kleibsiella, 
Pseudomonas, Vibrio dan Proteus (Bibiana, 1994 ).  
 Pewarnaan Gram yang memberikan hasil yang baik apabila digunakan biakan 
segar berumur 24-48 jam. Bila digunakan biakan tua, terdapat kemungkinan 
penyimpangan hasil pewarnaan Gram. Pada biakan banyak sel akan mengalami 
kerusakan pada dinding selnya. Kerusakan pada dinding sel menyebabkan zat warna 
dapat keluar pada saat dicuci dengan larutan pemucat (Bibiana, 1994). 
 Pewarnaan bakteri dapat dilakukan dengan 1 macam zat warna ataupun lebih. 
Pewarnaan bakteri dengan menggunakan 1 macam zat warna disebut pewarnaan 
sederhana. Pewarnaan dengan menggunakan lebih dari 1 macam zat warna diberi 
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nama sesuai dengan nama penemunya. Zat warna yang sering dipakai adalah fuchsin 
berwarna merah, methylen blue berwarna biru dan gentian violet berwarna putih 
(Endjang, 2001). 
 Menurut (Waluyo Lud, 2008) Tujuan dari pewarnaan adalah:  
1. Memudahkan melihat mikroba dengan menggunakan mikroskop 
2. Memperjelas ukuran dan bentuk mikroba 
3. Melihat struktur luar dan struktur dalam bakteri, seperti dinding sel dan vakuola. 
4. Menghasilkan sifat dan kimia khas dari bakteri dengan zat warna. 
D. Pengujian Aktivitas Biokimia Bakteri 
 Aktivitas biokimia atau metabolisme adalah berbagai reaksi kimia yang 
berlangsung dalam tubuh makhluk hidup untuk mempertahankan hidup. Identifikasi 
dan pengukuran perubahan kimia yang dilakukan mikroorganisme dengan melakukan 
berbagai pengujian hanya untuk mengetahui apakah mikroorganisme tersebut 
menyebabkan perubahan kimia pada suatu substansi khusus atau tidak dan pengujian 
yang dilakukan untuk mengidentifikasi sebagian besar senyawa kimia yang terlibat 
dalam proses metabolisme (Michael, 2008). 
 Sifat biokimia untuk determinasi bakteri meliputi perubahan karbohidrat, 
hidrolisis lemak, penguraian protein, reduksi berbagai macam unsur pembentukan 
pigmen dan pengujian biokimia lainnya (Wuluyo, 2008). 
 Menurut (L. Bibiana W, 1994)  adapun uji biokimia adalah sebagai berikut: 
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1. Uji Metil Red  
  Tes ini digunakan untuk menentukan adanya fermentasi asam campuran. 
Beberapa bakteri dapat memfermentasikan glukosa dan menghasilkan produk-
produk yang bersifat asam sehingga akan menurunkan pH media pertumbuhannya 
menjadi 5,0 atau lebih rendah. Penambahan indikator pH “methyl red” berwarna 
merah dapat menunjukkan adanya perubahan pH menjadi asam. Bila terjadi 
fermentasi asam campuran maka kaldu biakan akan berwarna merah. Bila tidak 
terjadi fermentasi asam campuran maka kaldu biakan berubah menjadi kuning 
setelah penambahan reagen metyl red. 
2. Uji Voger-proskauer 
  Uji ini digunakan untuk mengidentifikasi mikroorganisme yang melaksanakan 
fermentasi 2,3-butanadiol. Menurut voges-proskauer pengujian yang dilakukannya 
adalah untuk mengetahui apakah dalam proses pertumbuhan organisme terbentuk 
asetilmetil karbinol sebagai produk antara jumlah dari proses matabolisme 
karbohidrat. 
3. Uji katalase 
 Katalase adalah enzime yang mengkatalisasikan penguraian hidrogen 
peroksida menjadi air dan O2. Hidrogen peroksida bersifat toksik terhadap sel 
karena bahan ini mengaktifikasikan enzim dalam sel. Katalase adalah salah satu 
enzime yang digunakan mikroorganisme untuk menguraikan hidrogen peroksida. 
Uji katalase berguna dalam identifikasi kelompok bakteri tertentu pada bakteri 
bentuk kokus. 
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4. Uji Indol 
Asam amino triptofan merupakan komponen asam amino yang lazim terdapat 
pada protein, sehingga asam amino ini dengan mudah dapat digunakan oleh 
mikroorganisme akibat pengurain protein. Pembentukan indol dari triptofan oleh 
mikroorganisme dapat diketahui dengan menumbuhkannya dalam media biakan 
kaya dengan triptofan. Media untuk melihat pembentukan indol yang digunakan di 
laboratorium bersifat semi-padat, oleh karena itu dapat digunakan juga untuk 
melihat pergerakan bakteri. Jika bakteri bergerak akan terlihat pertumbuhan di 
sekitar tusukan dan juga pada permukaan media. 
5. Uji H2S 
 H2S diproduksi oleh beberapa jenis mikroorganisme melalui pemecahan asam 
amino yang mengandung unsur belerang (S). Mikroorganisme yang menghasilkan 
desulfurase sewaktu dibiakkan dalam media yang kaya dengan asam amino yang 
mengandug sulfur akan membentuk H2S. Fe yang terdapat dalam media biakan 
bereaksi dengan H2S dan menghasilkan senyawa Fes yang berwarna hitam dan 
tidak larut dalam air. 
6. Uji Dekarboksilase lisin 
 Dekarboksilase merupakan proses penguraian gugus karboksil dari suatu 
molekul oganik. Proses dekarboksilase asam amino lazimnya menghasilkan CO2 
dan akan digunakan sebagai pemuka dalam sintesis berbagai komponen sel. Proses 
dekarboksilase asam amino seringkali juga digunakan untuk menetralisasikan 
lingkungan asam. Uji dekarboksilase lisin merupakan salah satu uji yang 
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digunakan dalam pencirian mikroorganisme, terutama yang menempati saluran 
pencernaan. 
7. Uji Motilitas  
 Tes ini dapat digunakan untuk memeriksa kemampuan pergerakanbakteri 
untuk bergerak. Dimana gerakan bakteri tersebut dipengaruhi oleh adanya flagella. 
Bakteri diinokulasikan secara tusukan ke dalam medium SIM (Semisolid Indol 
Motility), bila positif bersifat motil (bergerak) maka bakteri akan tumbuh 
menyebar disepanjang garis tusukan inokulasi. 
8. Uji Sitrat 
  Uji sitrat digunakan untuk melihat kemampuan mikroorganisisme 
menggunakan sitrat sebagai satu-satunya sumber karbon dan energi. Untuk uji ini 
digunakan medium sitrat-koser berupa medium cair atau medium sitrat-simon 
berupa medium padat. Perubahan warna dari hijau menjadi biru menunjukkan 
bahwa mikroorganisme mampu menggunakan sitrat sebagai satu-satunya sumber 
karbon. Sedangkan pada medium sitrat-koser, kemampuan menggunakan sitrat 
ditunjukkan oleh kekeruhan yang menandakan adanya pertumbuhan. 
9. Uji Hidrolisis Urea 
 Beberapa mikroorganisme mampu menghasilkan enzim urease yang 
menguraikan urea menjadi ammonium CO2 aktivitas enzim urease ini dapat 
diamati dengan menumbuhkan mikroorganisme dalam media biakan yang 
mengandung urea dan indikator pH. Perubahan warna dari merah-jingga menjadi 
merah-ungu merupakan petunjuk terjadinya hidrolisis. 
27 
 
 
 
10. Uji fermentasi karbohidrat  
  Sifat karakteristik suatu spesies mikroba antara lain adalah determinasinya 
terhadap gula-gula (dekstrosa,laktosa,sukrosa, dan hodrolisispati ). Gula dapat 
difermentasi menjadi bermacam-macam zat seperti alcohol dan gas bergantung 
macam gula dan spesiesnya. Terbentuknya asam dapat diketahui dengan 
berubahnya warna indikator dalam medium, sedangkan terbentuknya gas dapat 
dilihat dengan tabung fermentasi lainnya. Amilum dapat dihidrolisis menjadi 
gula oleh bakteri tertentu. Penguraian karbohidrat dapat terjadi dalam keadaan 
aerob dan anaerob. 
E. Teori Umum PCR (Polymerase Chain Reaction) 
   Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah suatu tehnik sintesis dan 
amplifikasi DNA secara invitro. Teknik ini ditemukan oleh Kary B. Mullis dan F. 
Faloona pada tahun 1985. PCR didasarkan pada amplifikasi enzimatik fragmen 
DNA dengan menggunakan dua oligonukleotida primer yang komplementer 
dengan ujung 5’ dari kedua untaian sekuensi target. Oligonukleotida ini digunakan 
sebagai primer (primer PCR) untuk memungkinkan DNA template disalin oleh 
DNA polymerase (Nasir, 2002). 
  PCR merupakan suatu teknik yang didalamnya melibatkan beberapa tahap 
yang berulang (siklus). Disetiap siklus terjadi duplikasi jumlah target DNA untai 
ganda atau perbanyakan DNA. Pada untai (unamplified DNA) akan dipisahkan 
dengan denaturasi ternal dan kemudian didinginkan sampai pada suhu tertentu 
dalam kurung waktu untuk bisa melakukan penempelan primer (anneal primers) 
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pada daerah tertentu dari target DNA. Polimerase DNA digunakan untuk 
memperpanjang primer (extend primers) dengan adanya dNTPs (deoxynucleotide 
triphosphates) yang merupakan campuran yang terdiri atas (dATP (deoksiadenosin 
trifosfat), dCTP (deoksisitidin trifosfat), dGTP (deoksiguanosin trifosfat)  dan 
dTTP (deoksitimidin trifosfat)) dan buffer yang sesuai. Umumnya keadaan ini 
dilakukan antara 20-40 siklus. Target DNA yang diinginkan (short ”target” 
product) akan meningkat secara eksponensial setelah siklus keempat dan DNA 
non-target (long product) akan meningkat secara linier (Newton and Graham, 
1994 dalam Darmo Handoyo dkk). 
  PCR melibatkan tiga tahap siklus temperatur yang berurutan yaitu denaturasi 
DNA (94 – 95oC), annealing (penempelan) pasangan primer pada untai ganda 
DNA target (50 – 60oC) dan pemanjangan (72oC) (Retnoningrum, 2001). 
Menurut Muladno (2000) tiga tahapan penting dalam Proses PCR: 
a. Denaturasi 
Di dalam proses PCR, denaturasi awal dilakukan sebelum enzim taq 
polimerase ditambahkan ke dalam tabung reaksi. Denaturasi DNA merupakan 
proses pembukaan DNA untai ganda menjadi DNA untai tunggal. Ini biasanya 
berlangsung sekitar 3 menit, untuk meyakinkan bahwa molekul DNA 
terdenaturasi menjadi DNA untai tunggal. Denaturasi yang tidak lengkap 
mengakibatkan DNA mengalami renaturasi (membentuk DNA untai ganda 
lagi) secara cepat, dan ini mengakibatkan gagalnya proses PCR. Adapun waktu 
denaturasi yang terlalu lama dapat mengurangi aktifitas enzim Taq polymerase. 
29 
 
 
 
Aktifitas enzim tersebut mempunyai waktu paruh lebih dari 2 jam, 40 menit, 5 
menit masing-masing pada suhu 92,5; 95 dan 97,5
o
C. 
b. Annealing (penempelan primer) 
Kriteria yang umum digunakan untuk merancang primer yang baik 
adalah bahwa primer sebaiknya berukuran 18 – 25 basa, mengandung 50 – 60 
% G+C dan untuk kedua primer tersebut sebaiknya sama. Sekuens DNA 
dalam masing-masing primer itu sendiri juga sebaiknya tidak saling 
berkomplemen, karena hal ini akan mengakibatkan terbentuknya struktur 
sekunder pada primer tersebut dan mengurangi efisiensi PCR. 
Waktu annealing yang biasa digunakan dalam PCR adalah 30 – 45 
detik. Semakin panjang ukuran primer, semakin tinggi temperaturnya. Kisaran 
temperatur penempelan yang digunakan adalah antara 36
o
C sampai dengan 
72
o
C, namun suhu yang biasa dilakukan itu adalah antara 50 – 60oC. 
 c.  Extention (Pemanjangan Primer) 
Selama tahap ini Taq polymerase memulai aktivitasnya 
memperpanjang DNA primer dari ujung 3’. Kecepatan penyusunan nukleotida 
oleh enzim tersebut pada suhu 72
o
C diperkirakan 35 – 100 nukleotida/detik, 
bergantung pada buffer, pH, konsentrasi garam dan molekul DNA target. 
Dengan demikian untuk produk PCR dengan panjang 2000 pasang basa, 
waktu 1 menit sudah lebih dari cukup untuk tahap perpanjangan primer ini. 
Biasanya di akhir siklus PCR waktu yang digunakan untuk tahap ini 
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diperpanjang sampai 5 menit sehingga seluruh produk PCR diharapkan 
terbentuk DNA untai ganda. 
Ketiga tahapan PCR tersebut dapat di ilustrasikan pada gambar  berikut: 
 
Gambar E.1. Tahapan PCR (Vierstraete, 1999). 
Apabila ketiga tahap dalam proses PCR telah dilakukan maka setiap satu 
segmen DNA pita ganda diamplifikasikan menjadi dua segmen DNA pita ganda yang 
identik, sehingga jumlahnya menjadi dua kali lebih banyak dari jumlah semula. 
Siklus diulang kembali, mulai lagi dengan denaturasi, penempelan dan ektensi primer 
(Mordechai, 1999). 
 PCR berlangsung dalam beberapa siklus. Kisaran siklus optimum dalam 
proses PCR adalah 30 – 35 siklus, bergantung pada enzim polimerase, jumlah 
template dan sebagainya (Toha, 2001). 
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Fungsi DNA template di dalam proses PCR adalah sebagai cetakan untuk 
pembentukan molekul DNA baru yang sama. Template DNA ini dapat berupa DNA 
kromosom, DNA plasmid ataupun fragmen DNA. DNA templat tersebut 
mengandung fragmen DNA target yang dituju. Penyiapan DNA templat untuk proses 
PCR dapat dilakukan dengan menggunakan metode lisis sel ataupun dengan cara 
melakukan isolasi DNA kromosom atau DNA plasmid dengan menggunakan metode 
standar yang ada. Pemilihan metode yang digunakan dalam penyiapan DNA templat 
tergantung dari tujuan eksperimen. Dengan menggunakan teknik PCR, panjang 
fragmen DNA yang dapat diamplifikasi mencapai 35 kilo basa. Amplifikasi fragmen 
DNA pendek (kurang dari tiga kilo basa) relatif lebih mudah dilakukan. Untuk 
mengamplifikasi fragmen DNA panjang (lebih besar dari tiga kilo basa) memerlukan 
beberapa kondisi khusus, di antaranya adalah diperlukan polimerase DNA dengan 
aktivitas yang kuat dan juga buffer PCR dengan pH dan kapasitas tinggi (High-salt 
buffer) (Darmo, 2001). 
F. Ayat dan Hadis yang Relevan  
Penelitian ini membuktikan bahwa dalam umbi tanaman sarang semut 
(Myrmecodia pendens) ditemukan adanya bakteri endofit. Dari pernyataan di atas, 
menujukkan banyaknya kekayaan alam yang telah Allah ciptakan yang seharusnya 
dapat dimanfaatkan bagi kemaslahatan manusia, sebagaimana firman Allah dalam 
surat Al-Hijr ayat 19-20: 
 ٖنوُز أىَّم ٖء أيَش ِّلُك نِم َاهِيف َان أَتبَۢنأَو َيِس ََٰوَر َاهِيف َان أَيق أَلأَو َاه ََٰن أدَدَم َض أَر ألۡٱَو٩١   
32 
 
 
 
 َنِيِقز ََِٰرب ۥَُهل أُمت أسَّل نَمَو َِشي ََٰعَم َاهِيف أمَُكل َان ألَعَجَو٠٢   
Terjemahnya:  
19. Dan Kami telah menghamparkan bumi dan menjadikan padanya gunung-gunung 
dan Kami tumbuhkan padanya segala sesuatu menurut ukuran. 
20. Dan Kami telah menjadikan untukmu di bumi keperluan-keperluan hidup, dan 
(Kami menciptakan pula) makhluk-makhluk yang kamu sekali-kali bukan 
pemberi rezeki kepadanya. 
Menurut Tafsir Al-Qur’anul Majid An- Nuur, kekuasan Allah dalam 
penciptaan ayat 19-20 tentang nikmat tanah dan berkahnya bagi manusia. Ayat ini 
menyebutkan bahwa seluruh alam semesta dari gunung hingga lautan tercipta sesuai 
takaran yang tepat dan tidak terjadi secara kebetulan . Selain manusia terdapat 
makhluk lain yang hidup dimuka bumi ini dan Allah memberikan rezeki kepada 
mereka yang memenuhi keperluannya (Ash Shiddieqy, 2000). 
Ayat di atas menjelaskan bahwa semua kekayaan alam yang ada di bumi 
diciptakan Allah untuk kemaslahatan hidup manusia. Karena semuanya yang ada di 
alam baik yang hidup maupun yang mati, yang kecil maupun yang besar sudah pasti 
memiliki manfaat masing-masing. Dan telah dijelaskan bahwa dibumi ini Allah telah 
menumbuhkan berbagai jenis tumbuhan menurut timbangan dan ukuran masing-
masing, maka tidak ada sesuatu tumbuhan yang tidak terukur unsur-unsur yang tidak 
mengandung faedah. Semua tumbuhan mempunyai hikmah dan maslahat walaupun 
itu tidak diketahui oleh banyak manusia. Tumbuhnya tanaman dari tanah merupakan 
salah satu karunia terbesar dari Allah SWT yang dapat menghasilkan manfaat bagi 
makhluknya. 
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Adapun kaitannya dengan biologi  dalam ayat 19 dan 20 dalam surah Al-Hijr  
menjelaskan tentang tanah, gunung-gunung, tumbuhan. Tumbuhan yang memberikan 
manfaat seperti tanaman saang sermut yang menghasilkan senyawa-senyawa yang 
dapat digunakan dalam berbagai bidang yang dapat dikembangkan dengan 
menggunakan bakteri endofit. 
F. Kerangka Fikir 
  
-Upaya Eksplorasi keragaman Bakteri 
-Bakteri Endofit sebagai simbion tumbuhan 
-Isolasi dan Identifikasi  
-Pengamatan Morfologi 
 -Uji Biokimia 
-Identifikasi Molekuler 
 
 - Spesies Bakteri Endofit dari Myrmecodia pendens 
Input 
Proses 
Output 
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BAB III 
METODOLOGI PENELITIAN 
 
A. Jenis dan Lokasi Penelitian 
Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif kualitatif dengan model 
ekploratif untuk menentukan bakeri endofit tanaman Sarang Semut  (Myrmicodia 
pendens). Penelitian ini di laksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Rumah Sakit 
Pendidikan Universitas Hasanuddin. 
B. Pendekatan Penelitian 
Pendekatan penelitian untuk mendapatkan hasil pada penelitian ini berupa 
penelitian kuantitatif eksperimental yang menerapkan prinsip-prinsip penelitian 
laboratorium terutama dalam pengontrolan terhadap hal-hal yang memperngaruhi 
jalannya eksperimen dengan menggunakan metode eksperimen murni. 
C. Variabel Penelitian 
Adapun jenis veriabel pada penelitian ini yaitu variabel tunggal bakteri endofit 
dari tanaman sarang semut (Myrmicodia pendens) . 
D. Defenisi Operasional Variabel 
 1. Identifikasi molekuler merupakan pengujian yang dilakukan untuk 
mengetahui secara pasti spesies bakteri yang terdapat pada Myrmecodia pendens 
dengan menggunakan  PCR. 
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2. Myrmecodia pendens adalah spesies tanaman yang mengandung bakteri endofit 
.Bakteri ini hidup bersimbiosis saling menguntungkan, mikroba endofit 
mendapatkan nutrisi dari hasil metabolisme tanaman dan memproteksi tanaman 
melawan herbivora, serangga, atau jaringan yang patogen sedangkan tanaman 
mendapatkan derivat nutrisi dan senyawa aktif yang diperlukan selama hidupnya 
sehingga bakteri endofit menagndung senyawa yang mirip dengan inangnya.  
3. Bakteri Endofit adalah organisme hidup yang berukuran mikroskopis hidup di 
dalam jaringan tanaman (xylem dan phloem) pada umbi Sarang Semut. 
E. Metode Pengumpulan Data 
Adapun jenis metode yang digunakan pada penelitian ini yaitu Purposive 
sampling. Merupakan pemilihan anggota sampel yang didasarkan atas tujuan dan 
pertimbangan tertentu dari peneliti. 
F. Instrumen Penelitian (Alat dan Bahan) 
a. Alat 
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain autoklaf, sendok, 
cawan petri, inkubator, labu Erlenmeyer, gelas piala, laminar air flow, gelas 
ukur, pipet tetes, jarum ose, bunsen, gelas objek, deck glass, korek api, 
mikropipet, tip, water bath, vortex, mikroskop, neraca analitik, spatula, gelas 
objek, tabung reaksi, kertas label, water bath, pinset, rak, gelas kimia, 
stopwatch, PCR workstation/cabinet (Scie-Plus)/Biosafety cabinet, Gene Amp 
PCR System 9700 (Applied Biosystem), satu set alat elektroforesis, UV 
transulaminator, komputer, oven, Freezer -200C, Sub Cell GT Electrofofesis 
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System, Profuge Gk-Centrifuge, ice maker (Memmert), Gel Doc XR Model 
785. 
b. Bahan 
  Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman 
sarang semut (Myrmrcodia pendens), medium Na (Natrium Agar) Aquades 
Steril, larutan etanol 75%, Natrium hipoklorit 2%, larutan pewarnaan Gram 
(alkohol 96%, kristal violet, Iodium, Safranin), medium pengujian aktivitas 
biokimia (uji motility, reagen kovac, uji Metil Red, uji Voges Proskauer, alfa-
naftol, KOH, uji sitrat, uji urea), medium uji karbohidrat (glukosa, laktosa, 
sukrosa, maltosa, manitol), uji katalase, H2O2, tube, etanol 96%, protease, 
buffer AL-mix, korek, tissu, medic cool, kit, primer forward, primer reverse, 
Tabung PCR (Sorensen, Cat. No 35900). Parafilm (Sigma, Cat. No P 7543), 
Erlenmeyer (Schott), Filter tips 0.5 - 10µl (MBP, Cat. No 3501), Filter tips 10 - 
200µl (MBP, Cat. No 3922), Filter tips 100 - 1000µl (MBP, Cat. No 3951), 
Disposable gloves, VipPlus PCR Chiller, Tabung eppendorf, Loading dye,  
Agarose, Marker 100bp, Kit ekstraksi DNA dan TBE Buffer 10x. 
G. Prosedur Kerja 
a. Prosedur Kerja Isolasi dan Identifikasi Morfologi 
1. Sterilisasi Alat 
Sebelum menggunakan alat-alat dalam penelitian dilakukan sterilisasi alat 
dengan cara dicuci dengan menggunkan sabun/deterjen lalu dibilas dengan air 
mengalir, kemudian disterilisasikan di oven pada suhu   180
o
C selama 2 jam. 
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2. Preparasi Sampel 
Sampel yang digunakan adalah sarang semut (Myrmrcodia pendans) kering,  
yang berasal dari Papua. 
3. Pembuatan Suspensi Sampel 
Umbi sarang semut (Myrmrcodia pendens), bilas dengan menggunkaan 
aquades steril. Kemudian dipotong-potong kecil sebesar 1 cm dan selanjutnya 
disterilisasi permukaan menggunakan larutan etanol 75% selama 1 menit, Natrium 
Hipoklorit 2% selama 1 menit, etanol kembali selama 30 detik, dan yang terakhir 
aquades steril. 
3. Pembuatan Media 
Bahan-bahan dalam pembuatan media NA, dan medium dalam pengujian 
biokimia timbang masing-masing menggunakan media pada ditimbangan analitik 
dan masukkan kedalam tabung erlemeyer kemudian dicampurkan dengan aquadest 
sebagai pelarut, homogenkan dengan stirer diatas hotplate, dan sterilkan pada 
autoklaf pada suhu 121
o
C, dengan tekanan 2 atm selama 150 menit. 
4. Isolasi Bakteri Endofit   
Sampel dibilas dengan aquades steril, kemudian etanol 75 % selama 30 
detik, hipoklorit 2% selama 2 menit, dan kembali etanol 75 % selama 30 detik. 
Dan terakhir aquadest steril.  Kemudian ditanam di dalam media agar NA 
dengan cara memotong umbi tanaman sarang semut sebesar 1 cm dan 
meletakkan pada posisi telungkup. Cawan petri yang sudah mengandung 
sampel tanaman kemudian diinkubasi pada suhu 32
o
C 48 jam. 
38 
 
 
 
5. Identifikasi Morfologi secara Mikroskopik dan Pewarnaan Gram  
Deck glas disterilkan dengan cara diusapkan alkohol lalu fiksasi di atas 
bunsen. Selanjutnya isolat diambil secara aseptis dengan menggunakan ose 
lurus dan diletakkan di permukaan deck glas secara merata. Dan kembali 
difiksasi di atas bunsen. Setelah itu dilakukan pewarnaan gram untuk 
memperjelas pengamatan dibawah mikroskop dengan cara teteskan reagen 
Kristal Violet sebanyak 3 tetes selama 1 menit, setelah itu dibilas dengan air 
mengalir dan dianginkan di udara. Selanjutnya ditetesi reagen iodium selama 1 
menit, dibilas dengan air mengalir dan dianginkan di udara. Selanjutnya ditetesi 
dengan larutan yang ketiga alkohol 96% selama 10 detik, alkohol ini berfungsi 
sebagai pencuci dari zat warna sebelumnya. Dan terakhir reagen safranin 
selama 45 menit setelah itu dibilas dengan air mengalir dan sisa bilasan 
dikeringkan dengan menggunakan tissue. Selanjutnya dilakukan pengamatan 
dibawah mikroskop. 
6. Pengujian Aktivitas Biokimia 
   Aktivitas biokimia sangat penting dalam pengidentifikasian suatu 
bakteri. Jenis reaksi biokimia yang terjadi pada tiap organisme berbeda-beda, 
dapat dikatakan bahwa reaksi biokimia merupakan sidik jari organisme dalam 
pengidentifikasian. Tiap jenis bakteri memiliki molekul DNA yang khas 
dengan rangkaian nukleotida. 
   Aktivitas biokimia atau metabolisme adalah berbagai reaksi kimia 
yang berlangsung dalam tubuh mahluk hidup untuk mempertahankan hidup. 
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Identifikasi dan pengukuran perubahan kimia yang dilakukan mikroorganisme 
dengan melakukan berbagai pengujian untuk mengetahui apakah 
mikroorganisme ersebut menyebabkan perubahan kimia pada suatu substansi 
khusus atau tidak dan juga pengujian yang dilakukan untuk mengidentifikasi 
sebagian besar senyawa kimia yang terlibat dalam proses metabolisme. 
1. Uji Motility  
  Isolat mikroba biakan diambil sebanyak satu ose kemudian ditusuk 
hingga pertengahan medium untuk melihat sifat motil dari mikroba tersebut dan 
di inkubasi suhu 37
o
C selama 1 x 24 jam. 
2. Uji Indol 
  Isolat murni diambil satu ose kemudian dimasukkan kedalam medium 
dan himogenkan. Setelah di inkubasi 1 x 24 jam pada suhu 37
o
C kemudian di 
tambahkan reagen Ehrlich atau kovac satu tetes. 
 
3. Uji Metil Red 
  Isolat murni diambil sebanyak ose kemudian dimasukkan kedalam 
medium dan di homogenkan setelah itu di inkubasi pada suhu 37
o
C selama 1 x 
24 jam dan ditambahkan metil red. 
4. Uji Voges Proskuer 
  Isolat mikroba diambil sebanyak satu ose kemudian di masukkan 
kedalam medium dan di homogenkan. Di inkubasi pada suhu 37
o
C selama 1x 
24 jam kemudian di tambahkan pereaksi alfa-naftol dan KOH. 
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5. Uji Citrat 
  Mengambil isolat sebanyak satu ose kemudian digoreskan pada 
medium agar miring utnuk uji citrat dan di inkubasi pada suhu  37
o
C selama 1 x 
24 jam. 
 6. Uji Urea  
  Isolat biakan murni diambil sebanyak satu ose kemudian di goreskan 
pada medium agar miring untuk uji urea dan di inkubasi pada suhu 37
o
C selama 
1 x 24 jam. 
 7. Uji Karbohidrat 
  Pada uji karbohidrat ini terdiri dari beberapa medium yaitu glukosa, 
lactosa, sukrosa, maltosa, manitol dan malonat dimana setiap medium 
memasukkan isolat biakan murni mikroba sebanyak satu ose pada masing-
masing medium dan dihomogenkan lalu di inkubasi pada suhu 37
o
C selama 1 x 
24 jam. 
 8. Uji Katalase 
  Mengambil isolat bakteri dan diletakkan di atas gelas objek kemudian 
di tetesi dengan H202 mengamati ada tidaknya gelembung gas yang dihaslkan. 
Aktivitas biokimia atau metabolisme adalah berbagai reaksi kimia yang 
berlangsung dalam tubuh makhluk hidup. 
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b. Prosedur Kerja Isolasi dan Identifikasi Molekuler Isolat Bakteri Endofit  
Myrmecodia pendens 
Identifikasi bakteri bakteri endofit  Myrmecodia pendens  dideterminasi 
dengan menggunakan sekuen 16S-rRNA. Analisis cluster pada sekuens tersebut 
dilakukan dengan program BLAST (Basic Local Aligmnet Search Tool) dari 
NCBI (National Center for Biotechnologhy Information) dan pohon filogenetik 
dikonstruksi dengan program Treecon (Peer and watcher, 1993) dalam Natsir 
(2010). Gen  16S-rRNA dianalisis secara lengkap di 1
st
 Base Malaysia. Adapun 
langkah-langkah analisis gen 16S-rRNA dilakukan sebagai berikut : 
1. Ekstraksi DNA 
Ekstraksi DNA pada dasarnya merupakan serangkaian proses pemisahan 
DNA dari komponen–komponen sel lainnya. Ekstraksi DNA pada organisme 
eukariot dilakukan melalui proses preparasi sampel (sample preparation), 
melisiskan sel (cell lysis), DNA binding, pencucian (wash) dan elution. 
 Langkah-langkah ekstraksi DNA adalah sebagai berikut:  
 a. Preparasi Sampel 
  Sebanyak 200 µl sample dimasukkan ke dalam tabung 
mikrocentrifuge 1,5 ml steril yang telah berisi 200µl PBS (Phospat 
Buffer Saline)  lalu ditambahkan 20µl Proteinase K. Homogenkan 
dengan cara pipetting, kemudian diinkubasi pada 60
o
C selama 5 menit. 
Pada water batt. 
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 b. Cell lisys (Melisiskan sel) 
  Tambahkan 200 µl Buffer GSB (Geneaid) lalu vortex 
kemudian diinkubasi kembali pada temperature yang sama selama 2 
menit.  
 c. DNA Binding  
  Tambahkan ethanol absolute (96%) dan vortex selama 10 
detik.  Pindahkan semua campuran tersebut ke dalam spin column, 
sentrifugasi pada 14.000 xg selama 1 menit. Buang collection tube 
yang berada di bawah spin column dan ganti dengan collection tube 
yang baru 
d. Wash (Pencucian)  
  Tambahkan 400µl buffer W1 lalu sentrifuge selama 30 detik 
dengan kecepatan yang sama kemudian buang cairan yang ada pada 
collection tube. Tambahkan 600µl wash buffer (Geneid) sentifuge 
selama 30 detik, lalu buang cairan pada collection tube dan sentrifuge 
kembali selama 3 menit. Buang collection tube dan letakkan 
mikrocentrifuge steril pada bagian bawah spin column.  
e. Elution 
  Selanjutnya tambahkan 100 µl Elution buffer diamkan selam 3 
menit kemuadian sentrifuge dengan kecepatan yang sama selama 30 
detik. Cairan yang mengandung DNA yang tertampung pada tabung 
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mikrocentrifuge disimpan pada -4
o
C untuk digunakan sebagai template 
PCR. 
2. Amplifikasi PCR (Polimerase Chain Reaction) 
Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan suatu proses sintesis 
enzimatik untuk melipat gandakan sekuens nukleotida tertentu secara in vitro. 
Prosesnya meliputi 3 tahap, yaitu denaturasi, annealing dan extention. 
Prosedur ini dikerjakan pada sampel DNA yang telah diisolasi, ekstrak DNA 
dari sampel dan aquadest sebagai kontrol negatif. "PCR mix" dimasukkan ke 
dalam tabung PCR: 
Reaksi (µl) 
ddH2O 
34.75 
10X PCR buffer 
          5 
25 mM MgCl2 
          2 
5 mM dNTP 
          1 
Reverse primer (20pmol) 
1 
Forward primer (20pmol) 
1 
Hotstart DNA pol. 
0.25 
DNA sample 
5 
Total premix 
50 
 
Tabel 2.1. Komposisi Primer Mix 
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Amplifikasi dilakukan dengan menggunakan mesin PCR (DNA thermal 
Cycler). Untuk amplifikasi PCR, tahap awal denaturasi pada suhu 95 ºC selama 15 
menit, selanjutnya 94 ºC selama 1 menit, annealing pada suhu 55 ºC  selama 30 detik, 
ekstensi 72 ºC selama 1 menit sebanyak 40 siklus dilanjutkan dengan ekstensi akhir 
suhu 72 ºC selama 5 menit dan 12 ºC ± 30 menit untuk penyimpanan. Jenis primer 
yang digunakan adalah primer universal dengan urutan squens U1 
5’CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’ dan U2 5’ 
ATCGG(C/T)TACCTTGTTACGACTTC-3’ (Jang-Jih Lu, 2003). 
3. Elektroforesis gel agarosa 
Agarosa dibuat dengan melarutkan 2 g agarose (BioRad) dalam 100 ml 10 
Tris borate EDTA (100 g Tris base, 27.5 g asam borat, 20 ml 0.5 M EDTA pH 8.0  
dalam 1 liter air). Kemudian dipanaskan sampai mendidih dan larut. Selanjutnya 
ditambahkan 1 μl ethidium bromida (0.2 µg/ml) dan dimasukkan dalam pencetak gel  
yang telah dipasangi sisir. Setelah agarosa memadat (sekitar 30 menit) selanjutnya 
dimasukkan ke dalam tank elektroforesis yang berisi larutan TBE 0.5%. Masukkan 
DNA sampel yang telah dicampur dengan cairan "loading dye" ke dalam sumur 
dengan perbandingan 2:1, kemudian dimasukkan Marker 100bp setelah keseluruhan 
sampel dimasukkan. Elektroda dihubungkan dengan power supply kemudian 
dinyalakan selama 1 jam. Setelah itu, alat elektroforesis dimatikan kemudian gel dari 
alat tersebut diambil. Gel dipindahkan kedalam UV transiluminator kemudian diamati 
hasilnya pada komputer. 
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4. Analisis Data Sekuensing 
Sekuensing (DNA Sequencing) merupakan metode yang digunakan untuk 
menentukan urutan nukleotida aguanin(A), sitosin(C), guanin(G), timin(T)- pada 
molekul DNA 
Analisis data sekuensing dilakukan dengan menggunakan program software 
DNA star. Untuk analisa sequence alignment, dilakukan dengan membandingkan 
sekuens yang diperoleh (query) dengan yang telah ada pada Gene Bank dengan 
database searches NCBI internet site (http//www.ncbi.nlm.nih.gov) menggunakan 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Ukuran fragmen hasil amplifikasi PCR 
ditentukan dengan cara dibandingkan antara posisi ukuran penanda DNA (Marker) 
dengan ukuran fragmen sampel. Hasil positif ditunjukkan dengan adanya band pada 
ukuran 996 bp. 
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Skema Kerja 
1.  Isolasi Bakteri Endofit Tanaman Sarang Semut 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
-diinokulasikan pada medium NA  
-diinkubasi selama 48 jam pada suhu 32
o
C.  
-dimurnikan kembali pada medium NA miring slang dengan 
metode goresan sinambung 
-diinkubasi selama 24 – 48 jam 
-diulang hingga didapatkan koloni tunggal 
- dipindahkan pada agar miring sebagai stock 
-disimpan di refrigerator pada suhu 4
o
C. 
 
Isolat siap untuk uji selanjutnya 
Myrmecodia pendens 
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2. Pewarnaan Gram 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
-Memfiksasi isolat E1, E2, dan E3 
-Tambahkan Gram A (Kristal violet) 2-3 tetes 
-Selama 1 menit 
-Cuci dengan air mengalir lalu keringkan 
 
-Tetesi isolat dengan Gram B (Iodium) 
-Selama 1 menit 
-Cuci dengan air mengalir lalu keringkan 
 
-Tambahkan Gram C (alkohol 96%) 
-Selama 10 detik 
-Cuci air dengan air mengalir lalu keringkan 
 
-Tambahkan Gram D (safranin) 
-Selama 45 detik 
-Cuci dengan air mengalir lalu keringkan 
Hasil pencecatan Gram 
dilihat dengan Mikroskop  
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1. Pengujian Aktivitas Biokimia 
a) Uji Katalase 
 
 
 
 
 
 
b) Uji Urea 
 
 
 
 
 
 
c) Uji Citrat 
 
 
 
 
 
 
Isolat Murni 
-Ambil 1 ose isolat T 
-Letakkan di atas gelas objek 
-Tetesi H2O2 
Pengamatan 
Isolat Murni 
-Ambil 1 ose isolat 
-Goreskan pada agar miring 
-inkubasi pada suhu 37
o
C selama 1X24 jam 
 Isolat Murni 
-Ambil 1 ose isolat 
-Goreskan pada agar miring 
-Inkubasi pada suhu 37
o
C selama 24 jam 
Pengamatan 
Pengamatan 
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d) Uji Methyl Red 
 
 
 
 
 
 
 
 
e) Uji Voges Proskauer 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Isolat Murni 
-Ambil 1 ose isolat 
-Dimasukkan ke dalam medium lalu homogenkan 
-Inkubasi pada suhu 37
o
C 
-Selama 24 jam 
-Tambahkan reagen methyl red 
 Pengamatan 
-Ambil 1 ose isolat 
-Dimasukkan ke dalam medium lalu homogenkan 
-Inkubasi pada suhu 37
o
C selama 24 jam 
-Ditambahkan pereaksi alfa-naftol dan KOH 
Isolat Murni 
 Pengamatan 
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f) Uji karbohidrat 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
g) Uji Indol 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Isolat Murni 
-Ambil 1 ose isolat 
-Dimasukkan ke dalam masing-masing medium  
glukosa, laktosa, sukrosa, maltosa, 
manitol 
-Lalu dihomogenkan 
-Inkubasi pada suhu 37
o
C selama 1X24 jam 
 Pengamatan 
-Ambil 1 ose isolat 
-Inokulasikan ke dalam medium  
-Inkubasi pada suhu 37
o
C 
-Selama 1x 24 jam 
-Tambahkan reagen kovak’s 
 
Isolat Murni 
 Pengamatan 
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h. Uji Motility 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 Isolat Murni 
-Ambil 1 ose isolat 
-Inokulasikan ke dalam medium  
-Inkubasi pada suhu 37
o
C 
-Selama 1x 24 jam 
 Pengamatan 
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Analisis Data Squencing 
 
3. Identifikasi Molekuler 
 
 
  
 Persiapan Biakan Bakteri 
 
Ekstraksi DNA Bakteri 
Menggunakan Larutan Buffer  
Amplifikasi PCR (Polimerase Chain 
Reaction) 
 Elektrofoesis Gel Agarosa 
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
A. Hasil Pengamatan 
1. Isolasi dan Seleksi Bakteri Endofit Tanaman Sarang Semut 
  Hasil yang didapatkan pada isolasi Sebanyak tiga isolat bakteri endofit 
yang telah diisolasi dari tanaman sarang semut dengan menggunakan medium 
NA dengan cara menanam beberapa potongan  tanaman sarang semut yang 
telah steril suhu 32
o
C. Ketiga isolat ini diberi simbol E1, E2, dan E3. Ketiga 
isolat ini  merupakan bakteri endofit . Koloni murni yang telah diperoleh 
ditumbuhkan pada media NA (Natrium Agar) miring dan dipakai sebagai stok 
isolat untuk uji selanjutnya. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.1 Hasil Isolasi Bakteri Endofit Tanaman sarang  semut 
(Myrmecodia pendens) 
Medium NA 
Sampel Sarang  
Sarang Semut 
Bakteri Endofit 
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a. Isolat E1 
 
Gambar 4.2 Morfologi koloni mikroba endofit  sarang semut (Myrmecodia 
pendens) 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.3 Hasil karakterisasi bentuk sel dan hasil pewarnaan gram pada 
mikroba endofit sarang semut (Myrmecodia pendens). 
 
 
 
 
 
 
 
Bakteri Endofit 
Morfologi Bakteri Endofit 
setelah pewarnaan dilihat dari  
mikroskop pada perbesaran 
100x 
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 b. Isolat E2 
 
   
  
  
 
 
Gambar 4.4 Morfologi koloni mikroba endofit  sarang semut (Myrmecodia 
pendens) 
 
 
       
 
 
 
Gambar 4.5 Hasil karakterisasi bentuk sel dan hasil pewarnaan gram pada 
mikroba endofit sarang semut (Myrmecodia pendens). 
 
 
 
 
 
 
Bakteri Endofit 
Morfologi Bakteri Endofit 
setelah pewarnaan dilihat dari  
mikroskop pada perbesaran 
100x 
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 c. Isolat E3 
 
    
 
 
 
 
Gambar 4.6 Morfologi koloni mikroba endofit  sarang semut (Myrmecodia 
pendens) 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.7 Hasil karakterisasi bentuk sel dan hasil pewarnaan gram pada 
mikroba endofit sarang semut (Myrmecodia pendens). 
2. Karakterisasi dan identifikasi Bakteri Endofit Tanaman Sarang semut 
Isolat dengan kode E1, E2 dan E3 yang telah dimurnikan selanjutnya diamati 
bentuk selnya dan diuji secara biokimiawi untuk kepentingan karakterisasi dan 
identifikasi dapat dilihat pada tabel 4.1 . Adapun uji biokimia yang dilakukan adalah 
Morfologi Bakteri Endofit 
setelah pewarnaan dilihat dari  
mikroskop pada perbesaran 
100x 
      Bakteri Endofit 
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uji, katalase, Citrat, urea, NaCl 37
o
C dan 55
o
C, MRVP serta uji karbohidrat (glukosa, 
laktosa, sukrosa, maltosa, manitol, ) sebagaimana terlihat pada Tabel 4.2: 
Table 4.1. Pengamatan Makroskopik  Isolat E1, E2 dan E3 
 
Table 4.2. Karakterisasi dan identifikasi Isolat E1, E2 dan E3 
NO. Kode Isolat Ukuran Bentuk Elevasi Tepian Permukaan 
1 E1 Sedang Circular Reised Entri Halus 
2 E2 Sedang Circular   Flat Entri Halus 
3 E3 Sedang Circular Convex Undulate Halus 
No. Parameter Uji 
    Hasil Isolat 
E1 E2 E3 
1 Morfologi Basil Basil Basil 
2 Gram + + + 
3 Katalase + - + 
4 Indol - - - 
5 Motility + + + 
6 Urea + + + 
7 
MRVP 
   
a. MR - - - 
b. VP - - + 
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3. Identifikasi Molekuler Bakteri Endofit  
 
Setelah melakukan identifikasi molekuler diperoleh hasil strain 
sebagai berikut:  
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
(Gambar 4.8 Hasil Elektroforesis yang nampak pada Geldoc menggunakan marker 1 
kb Isolat E1, E2, dan E3 terletak pada 996 bp).  
8 
Karbohidrat    
a. Mannitol - - - 
b. Maltosa + + + 
c. Sukrosa + - - 
d. Glukosa + + + 
e. Laktosa - - - 
M 
500 bp 
Band DNA Isolat 
E1, E2 dan E3 
terletak pada 996 
bp 
100 bp 
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 (Gambar 4.9 Hasil squensing urutan basa nitrogen isolat E1) 
 
(Gambar 4. 10 Hasil squensing urutan basa nitrogen isolat E2) 
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(Gambar 4.11 Hasil squensing urutan basa nitrogen isolat E3) 
B. Pembahasan 
1. Isolasi dan Seleksi Bakteri Endofit Tanaman Sarang Semut 
  Sebanyak tiga isolat bakteri endofit yang telah diisolasi dari tanaman 
sarang semut dengan menggunakan medium NA dengan cara menanam 
beberapa potongan  tanaman sarang semut yang telah steril suhu 32
o
C. Ketiga 
isolat ini diberi simbol E1, E2, dan E3. Ketiga isolat ini  merupakan bakteri 
endofit yang telah dimurnikan. 
  Ketiga Isolat yang telah dimurnikan selanjutnya, dilakukan uji 
pewarnaan gram dan pengamatan morfologis. Hasil yang diperoleh 
menunjukkan bahwa bakteri Isolat E1 mempuyai bentuk morfologi Irreguler, 
elevasi reised, tepian entri, permukan halus, warna putih susu, ukuran sedang. 
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Isolat E2 mempuyai bentuk morfologi cirkular, elevasi flat, tepian entri, halus, 
warna putih susu, ukuran sedang. Isolat E3 mempuyai bentuk morfologi 
cirkular, elevasi convex, tepian undulate, halus, warna putih susu, ukuran 
sedang. Sifat ini diindikasikan sama dengan kharakterisasi bakteri endofit dari 
genus bacillus. 
  Dikatakan  bakteri  endofit  jika  warna  pada  permukaan  koloni  
yaitu  putih kekuningan,  atau  putih  kental  sepertu  susu.  Selain  itu  bakteri  
endofit  di  cirikan dengan bentuk sel individu yang batang, serta bentuk koloni 
yang bulat, oval atau tidak  beraturan.  Bakteri  endofit  tergolong  bakteri  gram  
negatif  atau  positif. Dinding  sel  bakteri  gram  positif  mempunyai  lapisan  
tunggal (mono),  sedangkan bakteri gram negatif tersusun dari 3 lapisan yaitu 
lapisan luar, lapisan tengah dan lapisan  dalam Suhu  optimum  untuk  bakteri  
endofit  dapat  tumbuh  adalah  atara 27ºC-30ºC (Pelczar, 1986). 
2. Identifikasi Bakteri Endofit Tanaman Sarang Semut 
  Hasil yang diperoleh pada pengujian ketiga isolat di laboratorium 
menunjukkan bahwa ketiga isolat E1, E2, dan E3. merupakan bakteri Gram 
positif karena bakteri tersebut mengikat pewarna kristal violet dan meghasilkan 
warna biru keunguan. Hal ini disebabkan oleh peptidoglikan yaitu salah satu 
komponen penyusun bakteri. Penyerapan warna yang dilakukan oleh bakteri 
gram positif akan lebih kuat karena susunan peptidoglikan yang lebih tebal 
dibandingkan bakteri gram negatif. Warna yang dihasilkan bakteri gram positif 
akan lebih gelap daripada bakteri gram negatif. Warna yang dihasilkan bakteri 
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gram positif adalah biru keunguan sedangkan bakteri gram negatif akan 
mnghasilkan warna ungu muda sampai merah muda. Bakteri gram positif 
memiliki dinding sel yang cukup tebal (20-80 nm) dan terdiri atas 60 sampai 
100 persen peptidoglikan dan membran sel selapis. 
  Pada pengujian katalase dilakukan dengan mengambil masing-masing 
isolat E1, E2, dan E3 dengan ose secara aseptis dari agar miring kemudian 
digoreskan diatas petridish. Selanjutnya ditetesi 1 tetes H2O2 agar aktifitas 
katalase mikroba dapat diketahui. Kemudian amati ada tidaknya gelembung. 
Gelembung tersebut terbentuk menunjukkan bahwa bakteri mampu merombak 
H2O2 menjadi O2. Isolat E3 dan E1 yang diuji katalase menunjukkan adanya 
gelembung yang dihasilkan artinya isolat ini memiliki sifat katalase positif, dan 
Isolat E2 tidak menunjukkan adanya gelembung artinya isolat ini memiliki sifat 
katalase negatif. Enzim katalase berfungsi untuk menetralisir efek bakterisidal 
hidrogen peroksida.  Enzim katalase jika kontak dengan hydrogen peroksida 
akan bereaksi melepaskan air dan oksigen. Oksigen akan lepas membentuk 
gelembung cepat yang dapat diamati (H2O2 + enzim katalase = H2+O2  
  Motilitas isolat E1, E2, dan E3 diuji dengan menginokulasikan isolate 
pada medium MIO agar tegak dengan menggunakan ose lurus. Uji MIO  terdiri 
dari motil untuk melihat pergerakan bakteri, indol untuk mengetahui produksi 
indol dari tryptophane dan ornithin untuk mengamati perubahan warna yang 
terjadi pada media. Apabila biakan bakteri menyebar dari bekas garis tusukan 
maka motilitas positif artinya ada pergerakan bakteri yang disebabkan oleh 
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plagel, apabila terbentuk cincin merah setelah diberi larutan kovak’s maka indol 
positif ini menandakan bahwa bakteri tersebut menghasilkan enzim tryptophase 
yang dapat menghidrolisis trypophan hasilkan indol, asam piruvat, dan amonia 
dengan cara deminasi. Ketiga bakteri E1, E2, dan E3 menunjukkan hasil negatif 
pada uji indol dan positif motility pada ketiga isolat.  
   Pada pengujian terhadap medium urea diperoleh hasil positif pada 
ketiga isolat. Ketiga isolat ini memiliki enzim urease. Medium Urea Broth 
digunakan untuk menguji aktivitas urease. Urease merupakan enzim hidrolitik 
yang menyerang ikatan nitrogen dan karbon pada komponen amida misalnya 
urea dan membentuk alkaline yang produk akhirnya adalah amonia. Adanya 
amonia dalam media akan menyebabkan warna indikator berubah menjadi pink 
tua yang menandakan bahwa ketiga bakteri memiliki enzim urease sehingga 
dapat dikatakan reaksi ini menunjukkan hasil uji positif. 
  Medium SCA (Simmon Citrate Agar) merupakan media yang 
berfungsi untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam memanfaatkan natrium 
sitrat sebagai sumber karbon untuk keperluan hidupnya. Tanda adanya 
pertumbuhan bakteri pada medium ini adalah adanya perubahan warna dari 
hijau menjadi biru dengan adanya indikator Brom thymol blue. Namun hasil 
yang diperoleh dari pengujian terhadap isolat E1, E2, dan E3 adalah negatif, hal 
ini menandakan bahwa ketiga isolat  tidak mampu mendegradasi natrium sitrat.  
  Uji MR (Methyl Red) dilakukan dengan mengambil sebanyak 1 ose 
isolat diambil dari stok kemudian diinokulasikan pada medium cair MR-VP. 
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Selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada temperatur 37
o
C. Setelah 
diinkubasi, Methyl-red ditambahkan sebanyak 5 tetes diatas preparat isolat 
bakteri. Hasil positif  jika terbentuk kompleks warna pink sampai merah yang 
menandakan bahwa mikroba tersebut menghasilkan asam. Hasil yang 
ditunjukkan pada krtiga isolat E1, E2, dan E3 yaitu negatif karena tidak terjadi 
perubahan warna menjadi merah muda. Hal ini menunjukkan bahwa ketiga 
isolat ini tidak  dapat memproduksi asam. 
  Uji VP (Voges Proskauer) dilakukan dengan mengambil Isolat bakteri 
sebanyak 1 ose dan diinokulasikan kedalam medium cair MR-VP kemudian 
diinkubasikan pada temperatur 37
o
C selama 24 jam. Setelah diinkubasi 
kemudian ditambahkan 0,2 mL KOH 40% dan 0,6 mL α-naftol pada masing-
masing isolat lalu dikocok selama 30 detik. Uji Voges Proskauer digunakan 
untuk menentukan kemampuan bakteri dalam menghasilkan produk akhir yang 
netral (acetyl methyl carbinol) dari fermentasi glukosa. Hasil uji menunjukkan 
hasil positif pada isolat E3 dimana terdapat cincin merah setelah penambahan 
regen KOH dan α-naftol, artinya bakteri tersebut hasil fermentasi akhirnya 
acetoin yang mengandung KOH akan teroksidasi menjadi diacetyl warna merah 
karena adanya creatin sebagai katalisator sedangkan negatif pada isolat E1 dan 
E2 terhadap uji VP. Hal ini terlihat dengan tidak ditemukan adanya cincin 
merah yang terbentuk pada media setelah ditetesi dengan reagen. 
  Pada pengujian fermentasi karbohidrat  yang dihasilkan oleh ketiga 
isolat E1, E2, dan E3 pada berbagai karbohidrat. Pada medium mannitol, 
65 
 
 
 
laktosa negatif karena tidak adanya perubahan warna yang terjadi pada 
medium. Pada medium Glukosa dan maltosa menunjukkan ketiga isolat E1, E2, 
dan E3 positif. Hal ini ditandai dengan berubahnya warna media dari pink 
keunguan menjadi kuning. Pada medium sukrosa isolat E1 positif dan isolat E3 
dan E2 negatif. Isolat yang  menunjukkan hasil negatif pada media uji produksi 
asam yang lain. Artinya isolat tidak dapat memproduksi asam pada maltosa, 
manitol, sukrora, glukosa, laktosa 
  Ketiga Isolat bukan bakteri yang  bersifat heterofermentatif yang 
ditandai tidak terbentuknya gas pada tabung durham di media uji produksi asam 
pada glukosa, berarti bakteri tersebut tidak mampu memecah glukosa menjadi 
asam laktat dan senyawa lain yaitu CO2, etanol, asetaldehid atau diasetil 
melalui jalur oksidatif pentosa fosfat dengan bantuan enzim fosfoketolase.  
  Dari hasil identifikasi uji biokimia isolat E1,E2 dan E3 dilihat dari 
reaksi biokimia yang terjadi dapat digelongkkan kedalam genus bakteri 
Bacillus.  
3. Identifikasi Molekuler Bakteri Endofit Tanaman Sarang Semut 
  Dalam proses identifikasi molekuler mikroorganisme, ada 3 proses 
utama yang paling dasar yaitu ekstraksi, amplifikasi dan elektroforesis. Pada 
tahap ekstraksi terjadi pemisahan benang-benang DNA dengan komponen sel 
yang lain.  
  Pada proses ektraksi DNA ini digunakan Kit GenJET Genomic DNA 
Purifucation kit). Tahap pertama dalam isolasi DNA adalah proses perusakan 
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atau penghancuran membran dan dinding sel. Pemecahan sel (lisis) merupakan 
tahapan dari awal isolasi DNA yang bertujuan untuk mengeluarkan isi sel. Pada 
proses lisis dengan menggunakan buffer GSB Geneid. Buffer tersebut selain 
berperan dalam melisiskan membran sel juga dapat berperan dalam mengurangi 
aktivitas enzim nuklease yang merupakan enzim pendegradasi. 
   Pada proses pemanasan tinggi atau metode boiling selama beberapa 5 
menit akan menyebabkan peningkatan permeabilitas dinding sel yang berakibat 
pada masuknya cairan dan materi lain di sekitar sel dan keluarnya materi-materi 
dari dalam sel. Suhu tinggi juga bermanfaat untuk inaktifasi enzim terutama 
DN-ase yang dapat merusak DNA. Suhu pemanasan yang dilakukan pada 
penelitian ini suhu 60
o
C selama 5 menit seperti yang tertera pada manual 
prosedur geneaid.  
  Suhu yang terlalu tinggi atau waktu terlalu lama pada saat pemasan  
dikhawatirkan akan merusak DNA target dan akan memperpanjang proses 
ekstraksi, mengakibatkan proses pengeluaran DNA tidak sempurna sehingga 
kenungkinan  adanya DNA yang terperangkap dalam sel. Eliminasi partikel lain 
juga tidak sempurna sehingga dapat menjadi inhibitor pada proses amplifikasi. 
  Ekstraksi DNA dengan mini column merupakan metode ekstraksi 
yang paling umum dilakukan karena hasil yang didapatkan sangat baik dalam 
waktu yang singkat (dibandingkan metode phonol-clorophorm) dan biaya yang 
lebih murah dibandingkan dengan magnetic bead. Metode ini hanya 
memerlukan waktu sekitar 1 jam (cukup lama dibandingkan metode sederhana). 
67 
 
 
 
  Proses ekstraksi yang dilakukan sesuai dengan petunjuk pedoman 
manual oleh geneaid dengan menggunakan gSYNCTM DNA Ekstraction Kit. 
Didalam prosedur manual ini ada beberapa proses penting dalam ekstraksi yaitu 
preparasi sampel, lisis sel, pengikatan DNA, pencucian dan elusi. Pertama sel 
dilysis menggunakan lysis buffer (buffer AL). Komponen sel (terutama protein) 
dihancurkan dengan menggunkan enzim protease (proteinase K) dan DNA 
diendapkan dengan menggunkan ethanol absolut difilter dan dicuci dengan 
washing buffer (buffer W1). Terakhir, DNA dilarutkan dalam elution buffer 
(buffer AE).  
  Hasil ekstraksi DNA kemudian diamplifikasi PCR. Dielektroforesis 
selama 60 menit dengan voltase 100 pada gel agarosa dengan konsentrasi 
2%.PCR kemudian diamplifikasi dengan PCR sebanyak 40 siklus.  
Dari hasil elektroforesis diketahui terdapat benk yang terseparasi dan sejajar 
dengan marka 1000bp. Hal ini mengindikasikan bahwa fragmen gen yang 
teramplifikasi memiliki ukuran 1 elektroforesis ini memiliki ukuran ±1000bp, 
sehingga dapat disimpulkan bahwa proses amplifikasi bakteri berhasil 
dilakukan. Selanjutnya melakukan identifikasi spesies bakteri E1, E2, dan E3 
dikirim ke PT. Genetika Science Indonesia yang kemudian akan dikirim ke 1st 
BASE sequencing INT di Malaysia untuk pemetaan pasang basa yang berhasil 
diamplifikasi. Hasil yang diperoleh dari malaysia selanjutnya dianalisis pada 
gen bank menggunakan analisis BLAST. 
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  Identifikasi gen 16s rRNA diawali dengan tahap sekuensing. 
Amplikon gen 16s rDNA disekuensing untuk memperlihatkan urutan basa 
nukleotidanya. Hasil analisis urutan basa adalah berupa elektroferogram yang 
berupa urutan basa A,T,G,C yang menyusun urutan basa gen sesuai dengan 
primer yang digunakan.Setelah urutan basa nukleotida dari gen 16s rRNA 
terlihat, maka dilakukan analisis dengan menggunakan program Bioedit 
(Novita, 2011). 
  Analisis BLAST dilakukan dengan tujuan untuk membandingkan hasil 
yang diperoleh dengan hasil sekuen DNA dari seluruh dunia dari hasil yang 
didepositkan pada database gen bank sekuen publik. Analisis BLAST dilakukan 
secara online pada website NCBI, 2016: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 
Keunggulan BLAST di NCBI karena NCBI menyediakan situs web yang 
komprenshif yang mencakup biologi yang berhubungan dengan database, 
database bank sekuens DNA yang mengandung lebih dari 9.103.000 squens 
nukleotida, sehingga dengan cepat mencari sekuens yang homolog dalam 
proses BLAST. 
  Program nucleotide Blast secara otomatis akan memproses alignment 
data sekuens query dengan database GenBank. Hasil analisis dengan nucleotide 
Blast akan menampilkan visualisasi grafik penyejajaran sekuens, deskripsi 
setiap data sekuens yang sesuai dengan sekuens query, dan hasil alignment 
untuk setiap sekuens yang sesuai dengan database. 
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  Ciri-ciri yang  paling mirip dengan squens DNA yang diperoleh, dapat 
dilihat nilai Max Score adalah nilai kesamaan (identik) pasangan basa dan Total 
Score sama, Query Coverage adalah menunjukkan presentase sampel yang 
terpakai dalam analisis BLAST mendekati 100% , E-value adalah presentase 
kesalahan mendekati 0 dan Max ident adalah presentase keakuratan identifikasi  
mendekati 100%. Yang terpenting adalah presentase database yang tertutupi 
oleh Query. Nilai nol pada E-Value menunjukkan hasil lebih terpecaya dan nilai 
1 pada E-Value tidak boleh digunakan (Narita, 2012).  
  Hasil anaslis BLAST dari isolat E1 adalah bakteri Bacillus sp strain 
BAB-3163 16S ribosomal RNA gene, partial squence. Strain ini diambil dari 
hasil yang paling sesuai dengan strain yang diperoeh dengan nilai Max Score 
dan Total Score sama 1701,  Query Coverage yang paling mendekati 100% 
yaitu dengan nilai 97%, E-Value sama dengan 0 dan mix ident 99% (Gambar 
4.12 ) Strain Bakteri Endofit yang diperoleh dari urutan 12 sampai 955 samapai 
1491 (Gambar 4.13). Hasil BLAST  isolat E2 adalah Bacillus sp strain EB354 
16S ribosomal RNA gene, partial sequence. Strain ini diambil dari hasil yang 
paling sesuai dengan strain yang diperoeh max score dan total score yang sama 
yaitu 1724, Query Coverage 97 % yang paling mendekati 100%, E-Value sama 
dengan 0 dan mix ident 99% (Gambar 4.14) Strain Bakteri Endofit yang 
diperoleh dari urutan 9 sampai 955 (Gambar 4.15). Sedangkan hasil BLAST 
pada islolat E3 adalah bakteri Bacillus pumilus . Strain ini diambil dari hasil 
yang paling sesuai dengan strain yang diperoeh max score dan total score yang 
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sama yaitu 1720, Query Coverage 97 % yang paling mendekati 100%, E-Value 
sama dengan 0 dan mix ident 99%(Gambar 4.16) Strain Bakteri Endofit yang 
diperoleh dari urutan 15 sampai  968 (Gambar 4.17). Tanda     menunjukkan 
kecocokan anatara sekuens sedangkan kesenjangan ditunjukkan dengan tanda  
   yang diasosisikan dengan proses insersi atau delesi pada bagian tersebut, 
sedangkan basa nekloutida yang diganti dengan huruf   N  dapat digantikan 
salah satu dari keempat urutan basa yang ada. 
 
 
 (Gambar 4.12. Tabel analisis BLAST  isolat E1) 
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 (Gambar 4.13 Perbandingan urutan basa sampel E1 dan Bacillus sp) 
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(Gambar 14. Tabel analisis BLAST  isolat E2) 
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(Gambar 4.15 Perbandingan urutan basa sampel E2 dan Bacillus sp) 
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(Gambar 16. Tabel analisis BLAST  isolat  E3) 
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(Gambar 4.17 Perbandingan urutan basa sampel E3 dan Bacillus pumilus) 
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BAB V 
PENUTUP 
A. Kesimpulan 
 Adapun kesimpulan dari penelitian ini yaitu,  
1. Bakteri endofit yang diisolasi dari tanaman Sarang Semut (Myrmecodia pendans) 
menghasilkan 3 isolat yaitu isolat  E1, E2 dan E3. Isolat E1 mempuyai bentuk 
morfologi Irreguler, elevasi reised, tepian entri, permukan halus, warna putih susu, 
ukuran sedang. Isolat E2 mempuyai bentuk morfologi cirkular, elevasi flat, tepian 
entri, halus, warna putih susu, ukuran sedang. Isolat E3 mempuyai bentuk 
morfologi cirkular, elevasi convex, tepian undulate, halus, warna putih susu, 
ukuran sedang. Ketiga isolat tersebut merupakan bakteri gram positif yang 
berbentuk basil. 
2. Sifat biokimia dari Isolat E1 yaitu katalase positif, indol negatif, motility positif, 
urea positif, MRVP negatif, mannitol negatif, maltosa positif, sukrosa positif, 
glukosa positif, laktosa negatif. Isolat E2 katalase negatif, indol negatif, motility 
positif, urea positif, MRVP negatif, mannitol negatif, maltosa positif, sukrosa 
negatif, glukosa positif, laktosa negatif. Dan Isolat E3 katalase positif, indol 
negatif, motility positif, urea positif, MR negtif, VP positif, mannitol negatif, 
maltosa positif, sukrosa positif, glukosa positif, laktosa negatif. 
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3. Adapun hasil dari identifikasi molekuler isolat E1 dan E2 adalah bakteri Bacillus 
sp dan Isolat E3 adalah bakteri Bacillus pumilus.  
B. Saran 
 Adapun saran pada peneitian selanjutnya tentang potensi tumbuhan sarang 
semut yang dijadikan obat, dan pengelolahan bakteri endofit untuk dijadikan sebagai 
antibiotik agar dapat dimanfaatkan secara optimal dan berkelanjutan.  
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LAMPIRAN 
a. Persiapan Isolasi dan Identifikasi Bakteri Endofit Tanaman sarang semut 
(Myrmecodia pendens) 
 
 
    (a) sampel         (b) Aquades steril       (c) hipoklorit        (d) Etanol 
 
 
 
 
 
Bakteri yang tumbuh setelah inkubasi 48 jam  pada medium NA 
 
 
 
 
 
 
Isolat bakteri yang telah dimurnikan pada media NA (Nutrien Agar) 
  
83 
 
83 
 
Uji Biokimia pada bakteri endofit isolat E1, E2 dan E3 inkubasi 24 jam 
 
Isolat E1 
 
 
Isolat E2 
 
 
 
Isolat E3 
 
 
Pewarnaan Gram pada Bakteri Endofit 
 
 
 
 
 
Bakteri Endofit gram positif 
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b. Persiapan Molekuler 
Menyiapkan alat dan bahan yang akan digunakan 
  
  
 
 
 
Sampel hasil ekstraksi yang akan di PCR 
 
 
 
 
 
Proses mix PCR 
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Alat PCR 
 
 
 
 
 
Elektoforesis 
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